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 Resumo 
Desde a antiguidade a cultura dos citros é economicamente importante para vários 
países ao redor do mundo. O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores de 
citros e seus derivados, tendo em sua região Sudeste a maior concentração de 
pomares. Muitos fitopatógenos são responsáveis por significativas perdas na produção 
citrícola e na qualidade dos frutos. Dentre as doenças causadas por fungos a podridão 
floral é caracterizada por lesões nas pétalas podendo acometer os frutos em formação 
provocando sua queda prematura. Um dos agentes causais pertencente ao complexo 
de espécies Colletotrichum acutatum é o Colletotrichum abscissum. O controle dessa 
doença é baseado na utilização de fungicidas que agem interrompendo a respiração 
celular do patógeno. Da mesma forma, esse é o alvo para controle de outra importante 
doença que acomete os citros, a mancha preta, cujo agente causal é o fungo 
Phyllosticta citricarpa. Porém, são comuns descrições de resistência dos patógenos 
associada à controladores químicos. Novas tecnologias vêm sendo desenvolvidas 
para controlar fitopatógenos, dentre elas as baseadas em RNA interferente (RNAi). A 
fim de melhor entender os processos e indicar possíveis estratégias de controle de 
podridão floral. Inicialmente, realizou-se a caracterização filogenética do isolado C. 
abscissum. Em seguida, o genoma desse isolado foi sequenciado, montado e 
anotado. Com isso, foi possível a busca por genes de proteínas da maquinaria de 
silenciamento gênico, indicando a presença desse mecanismo nesse fungo, além de 
possíveis alvos para controle via RNAi. Valendo-se dessas informações, comprovou-
se o funcionamento dessa maquinaria utilizando silenciamento de proteína repórter. 
Posteriormente, após certificar-se que a técnica é funcional, foram silenciados genes 
endógenos de subunidades de proteínas envolvidas na respiração celular, que são 
usualmente alvos de fungicidas químicos, indicando a perspectiva do uso de 
estratégias baseadas em RNAi para controle da podridão floral, o que diminui a 
probabilidade de aparecimento de resistência, comumente associada a uma mutação 
de ponto. Um método eficiente e confiável de indução de sintoma in vitro de podridão 
floral foi desenvolvido para avaliação de alterações de patogenicidade em mutantes de 
C. abscissum.  
Palavras Chave: RNA de interferência, Podridão Floral dos Citros, Colletotrichum, 
fungicida. 
 Abstract 
Since ancient times citrus is an economically important culture for many 
countries worldwide. Brazil is one of the largest producer and exporter of citrus 
and its derives, with most of orchards concentrated in the Southeast region of 
the country. Many phytopathogens are responsible for significant losses in 
citrus production and fruit quality. Postbloom fruit drop is one of the many fungal 
diseases that can attack the citrus crop. The disease is characterized by lesions 
on the petals that can extend to young fruits, inducing their early drop. One of 
the causal agents of this disease is Colletotrichum abscissum, which belongs to 
the Colletotrichum acutatum species complex. The disease control is based on 
chemical fungicides that block the fungus cell respiration. This form of control is 
also used to target cell respiration of another fungus, Phyllosticta citricarpa, 
causal agent of a different citrus disease, the citrus black spot. Since pathogen 
resistance for those chemical agents are frequently reported, new technologies 
are being developed to control this phytopathogens. One of these technologies 
is the RNA interference. In other to better understand the process and indicate 
strategies to control the postbloom fruit drop, the correct phylogenetic 
classification of an isolate of C. abscissum was made. Then, the whole genome 
sequencing and assembly of this fungus was performed. Therewith, genes of 
proteins related to the RNAi machinery were found, indicating the presence of 
this mechanism in C. abscissum, and also possible target genes for control by 
RNAi. Using these information, the functionality of the RNAi machinery was 
evaluated by effectively silencing of a reporter protein. Thereafter, endogenous 
genes that encode the subunits of enzymes related to cell respiration, which are 
targets of chemical fungicides, were silenced by RNAi indicating a perspective 
for the use of this strategy for postbloom fruit drop control, decreasing the 
chances of resistance, commonly associated to a single-point mutation. To 
evaluate the C. abscissum mutant pathogenicity alterations, an efficient and 
reliable in vitro symptom induction system was developed  
Keywords: RNA interference, Postbloom fruit drop, Colletotrichum, fungicide. 
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Introdução Geral 
 Há indícios do cultivo de citros por humanos desde a antiguidade, com 
sua origem no sudeste asiático (Singh e Rajam, 2009). Essa cultura expandiu 
por outros continentes, tornando-se mundialmente uma das mais importantes 
árvores frutíferas, com destaque para a produção nas regiões tropicais e 
subtropicais (Talon e Gmitter, 2008).  
O Brasil destaca-se no cenário mundial entre os maiores produtores de 
citros. No relato mais recente da Organização das Nações Unidas (ONU), o 
Brasil ocupa a segunda colocação entre os maiores produtores. Sendo o maior 
produtor mundial de laranjas, com aproximadamente 17 mil toneladas de frutos 
em 2015 (FAO, 2016). Estimativas indicam um aumento de 14% na próxima 
safra (2017/2018) em relação à média da última década na principal região 
produtora do país (região Sudeste), em decorrência de condições climáticas 
favoráveis e boas práticas de manejo (Fundecitrus, 2017). 
Apesar do aumento da produção, o cultivo de citros sofre com 
constantes ocorrências de pragas e doenças, assim como outras culturas 
importantes. A vulnerabilidade ao ataque de fitopatógenos é aumentada pelo 
fato de citros ser uma cultura perene e por isso permanecer durante maior 
tempo propensa ao ataque de uma grande variedade bactérias, nematoides, 
vírus, oomicetos e fungos (Bergamin-Filho et al., 1995), quando comparado a 
plantas anuais.  
Dentre os patógenos de citros, os fungos são responsáveis por 
significativas perdas econômicas, seja por perda na produção, pela 
depreciação do fruto ou barreiras sanitárias de países importadores (Schubert 
et al., 2010; Spada, 2011). 
Dentre as doenças causadas por patógenos fúngicos, destacam-se a 
podridão floral dos citros (PFC) e a mancha preta dos citros (MPC), causadas 
por fungos hemibiotróficos dos gêneros Colletotrichum spp. e Phyllosticta spp., 
respectivamente.  
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A MPC foi descrita pela primeira vez como patógeno de citros em 1895, 
na Austrália (Kiely, 1948). A partir dessa data, relatos da presença dessa 
doença são encontrados ao redor do mundo (Guarnaccia et al., 2017; Paul et 
al., 2005). O fungo causador da MPC é P. citricarpa Van Der Aa (Teleomorfo: 
Guignardia. citricarpa Kiely), um ascomiceto, Loculoascomiceto, pertencente à 
ordem Dothideales e família Dothideacea (Glienke et al., 2011). A doença 
caracteriza-se por apresentar tipos diferentes de lesões, sendo a mancha dura 
o sintoma mais característico, com bordos salientes marrom-escuros e um halo 
amarelo ao redor, com depressão no centro onde se encontram os picnídios de 
P. citricarpa. As lesões podem atingir os frutos no início de maturação ou já 
maduros, assim como aparecer apenas após a colheita (no transporte e 
armazenamento) (Feichtenberger et al., 1997). 
A podridão floral é caracterizada por lesões alaranjadas nas pétalas de 
flores abertas, cuja disseminação e ocorrência tem estrita relação com 
condições climáticas, caracterizando sua sazonalidade (Silva-Junior et al., 
2014; Timmer et al., 1994). 
Em casos de infecções severas, os sintomas ocorrem antes da abertura 
das flores, causando podridão do botão floral. Além disso, são frequentes as 
necroses em outras estruturas da flor, como pistilo, estigma e estilete. 
Estruturas denominadas popularmente por “estrelinhas” são resultado da 
retenção dos discos basais, cálices e pedúnculos, em decorrência da doença. 
Quando frutos recém-formados apresentam a doença, o sintoma é uma 
coloração amarelo-pálida que precede a queda do fruto. Por isso, a doença é 
também conhecida como “queda prematura dos frutos” (QPF) ou “post-bloom 
fruit drop” (PFD) (Feichtenberger et al., 1997). 
A disseminação para outras flores e árvores ocorre por o intermédio da 
chuva, orvalho ou neblina (Agostini et al., 1992). Respingos dispersam conídios 
que são produzidos por acérvulos (maduros de 4 a 5 dias após a infecção) na 
superfície de pétalas infectadas. Assim, a incidência da doença será maior em 
locais com maior umidade e incidência de chuvas durante a floração 
(Feichtenberger et al., 1997; Silva-Junior et al., 2014). 
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Inicialmente, o agente causal da podridão floral foi descrito como o fungo 
do gênero Colletotrichum, espécie Colletotrichum gloeosporioides, baseado em 
suas características morfológicas (Fagan, 1979). Posteriormente, três estirpes 
de C. gloeosporioides foram descritas baseadas na velocidade de crescimento 
em meio de cultura, dentre elas, uma era incapaz de causar doença (Agostini 
et al., 1992).  
A utilização de ferramentas moleculares contribuiu para concluir que 
Colletotrichum acutatum era a espécie patogênica de citros e Colletotrichum 
gloeosporioides a estirpe não patogênica dos estudos anteriores (Brown et al., 
1996; Kuramae-Izioka et al., 1997). Entretanto, novos estudos encontraram 
isolados de C. gloeosporioides que produziam lesões características de 
podridão em pétalas de citros. Com isso, ambos as espécies passaram a ser 
novamente consideradas patogênicas (Lima et al., 2011). 
Historicamente a classificação, ou reclassificação, de fungos do gênero 
Colletotrichum sofreu grandes variações, inicialmente pelas alterações das 
características morfológicas adotadas como parâmetros para a classificação e, 
posteriormente, com o advento das ferramentas moleculares utilizadas para a 
filogenia molecular (Brown et al., 1996; Lima et al., 2011; Menezes, 2006; 
Pinho e Pereira, 2015).  
Em 2012, dois expressivos estudos de filogenia molecular que incluíam 
as espécies causadoras da PFC promoveram significativas mudanças na 
classificação desses fungos (Damm et al., 2012; Weir et al., 2012). Os autores 
concluíram que Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporiodes não 
caracterizavam duas espécies do gênero Colletotricum, mas sim dois 
complexos de espécies. Nesses trabalhos, identificaram-se 31 espécies dentro 
do complexo Colletotrichum acutatum (Damm et al., 2012) e 22 espécies no 
complexo Colletotrichum gloeosporioides (Weir et al., 2012).  
Baseando-se nos parâmetros para diferenciação de espécies definido 
por Damm e colaboradores (2012), uma nova espécie pertencente ao 
complexo de espécies Colletotrichum acutatum (e diferente do Colletotrichum 
acutatum sensu stricto) foi descrita como agente causal da PFC, o 
Colletotrichum abscissum (Pinho e Pereira, 2015). Portanto, atualmente duas 
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espécies são consideradas responsáveis pelo desenvolvimento de doença em 
citros, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum abscissum (que 
pertence ao complexo de espécies C. acutatum).  
Como relatado anteriormente, a classificação de espécies dentro do 
gênero Colletotrichum sempre foi controversa e passou por significativas 
alterações (Menezes, 2006). No primeiro momento, a definição de 
características morfológicas e a alteração dessas como parâmetros para a 
classificação foram responsáveis pela constante variação na nomenclatura. Em 
seguida, problemas similares ocorreram quando a filogenia molecular foi 
adotada, uma vez que regiões gênicas diferentes foram consideradas para 
diferenciar espécies (Brown et al., 1996; Damm et al., 2012). Possivelmente, 
novas mudanças ocorrerão com o surgimento de novas tecnologias e 
capacidade de processamento de maior volume de dados, como análise 
comparativa de genomas (Fitzpatrick et al., 2006; Soanes et al., 2008). 
O sequenciamento de genomas tornou-se uma ferramenta essencial 
para o estudo em nível molecular de micro-organismos, especialmente fungos. 
A partir desses dados foram possíveis estudos de genômica funcional e 
análises evolutivas que propiciaram melhor entendimento da interação entre o 
patógeno e o hospedeiro (Buiate et al., 2017; Manning et al., 2013; O’Connell et 
al., 2012). 
Algumas espécies de Colletotrichum já foram sequenciadas. No entanto, 
ainda correspondem a uma quantidade muito pequena visto o número de 
espécies pertencentes à esse gênero (Crous et al., 2004). Dentre a grande 
maioria de espécies não sequenciadas, ao menos não disponíveis em bancos 
de dados públicos, encontram-se as espécies patogênicas aos citros 
Colletotrichum abscissum e Colletotrichum gloeosporioides. Fato esse que, 
como relatado anteriormente, impossibilitava estudos de genômica funcional 
desses fungos. 
Estudos de genômica funcional utilizam de diferentes ferramentas de 
biologia molecular para avaliar os efeitos nos genes de interesse. O RNA 
interferente vem sendo uma ferramenta importante para análises de função 
gênica e, também, estudo visando controle de patógenos (Dang et al., 2011). 
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Recentemente, o sistema “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeat” (CRISPR) apresenta-se como uma nova alternativa para estudos de 
função gênica, possibilitando a edição regiões gênicas pela ação da 
endonuclease Cas9 (Gaj et al., 2013).  
Eucariotos possuem um mecanismo conservado de silenciamento 
gênico, conhecido como RNA de interferência (RNAi). Nesse, pequenos RNAs 
(sRNAs) de 20 a 30 nucleotídeos não codificantes, agem como reguladores de 
processos celulares (Carthew, Richard W. e Sontheimer, 2009; Ghildiyal, M; 
Zamore, 2009). 
RNAi mediando o silenciamento gênico normalmente não muda a 
estrutura genômica do gene alvo, isso serve como uma boa alternativa para o 
knockout gênico, e é extremamente útil em estudos de função gênica, 
especialmente quando o gene é essencial para a viabilidade celular (Cheng et 
al., 2005). 
A redução parcial (knockdown) na expressão gênica, causada pelo 
RNAi, pode ser considerada uma desvantagem, já que, muitas vezes variações 
fenotípicas tornam a interpretação dos dados difíceis. Por outro lado, esse fato 
pode ser útil, quando busca-se investigar a eficiência de um gene essencial em 
um fenótipo, ou quanto da expressão de um gene é necessário para causar um 
determinado fenótipo, ou seja, o grau de impacto no fenótipo (Nakayashiki e 
Nguyen, 2008). 
Estudos com RNAi em fungos começaram em 1992, com a 
transformação de Neurospora crassa com um gene homólogo ao al-1, 
atenuando a biossíntese de carotenoide (Romano e Macino, 1992). Em fungos 
filamentosos muitas classes únicas foram descobertas, principalmente em N. 
crassa. No entanto, seus alvos e processos não foram totalmente elucidados 
(Lee et al., 2010, 2009). 
Comparado com outros domínios, os estudos de RNAi com fungos são 
distintos, especialmente pela diversidade e presença de vias não canônicas de 
indução de silenciamento (Trieu et al., 2015). Além disso, muitas espécies 
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fúngicas apresentam perda parcial ou total da maquinaria de silenciamento 
(Billmyre et al., 2013). 
Muitas das vias não canônicas de indução de silenciamento em fungos 
foram descritas utilizando como modelo Neurospora crassa. Como exemplo 
dessas vias: QDE-interacting small RNAs (qiRNAs), tRNA-derived RNA 
fragments (tRFs) (Kawaji et al., 2008; Nunes et al., 2011), miRNA-like small 
RNAs (milRNAs), dicer-independent siRNAs (disiRNA) (Dang et al., 2011; Lee 
et al., 2010), e endogenous short RNAs (esRNA) (Nicolas et al., 2010). 
Há apenas um relato na literatura de aplicação biotecnológica de RNAi 
em patógenos de citros, no qual foi induzido a diminuição de transcritos do 
gene da toxina ACTT2 do fungo necrotrófico Alternaria alternata (Miyamoto et 
al., 2008). Até o momento, não foi descrita a aplicação de RNAi em fungos 
hemibiotróficos de citros. No entanto, há relatos da aplicação dessa tecnologia 
no silenciamento de genes de espécies pertencentes ao gênero Colletotrichum 
(filogeneticamente próximas à C. abscissum). Nessas, houve silenciamento do 
gene gfp (Green Fluorescence Protein), via RNAi, no isolado de C. acutatum 
patógeno de morango (Mascia et al., 2014), e também no patógeno de milho 
Colletotrichum graminicola (Münch et al., 2011; Oliveira-Garcia e Deising, 
2013). 
Diferentes estratégias para silenciamento gênico utilizam o princípio de 
RNA interferente, tendo como diferença básica forma de indução desse 
silenciamento. A indução de silenciamento gênico via hospedeiro (HIGS – 
“Host-Induced Gene Silencing”) foi eficiente para o knockdown e knockout 
gênico de importantes patógenos de plantas, como Blumeria graminis (Nowara 
et al., 2010), Fusarium spp. (Cheng et al., 2015), e Sclerotinia sclerotiorum 
(Andrade et al., 2016). 
Ao contrário de HIGS, onde é necessário a transformação genética da 
planta para a expressão da sequência indutora de silenciamento, existem 
outras estratégias para a entrega dos pequenos RNAs (siRNAs) nos fungos 
que são alvos de silenciamento, independente de transformação. Dentre essas, 
podem ser destacadas a indução de silenciamento gênico via vírus (VIGS – 
“Vírus-Induced Gene Silencing”), eficientemente utilizado para o silenciamento 
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de genes expressos por C. acutatum (Mascia et al., 2014); e o silenciamento 
via spray de RNA dupla-fita sobre o fungo patogênico (SIGS – “Spray-Induced 
Gene Silencing”), nesse a maquinaria de RNAi do organismo alvo processa 
esse RNA dupla-fita e há a indução do silenciamento do gene alvo (Koch et al., 
2016). 
Weiberg e colaboradores (2013) relataram a indução de silenciamento 
do hospedeiro via fungo (FIGS - “Fungal-Induced Gene Silencing”); nesse, 
pequenos RNAs produzidos pelo patógeno são translocados para as células 
vegetais onde interagem com transcritos precursores de proteínas envolvidas 
na maquinaria de silenciamento da planta, desligando-a.  
Mutantes gerados para estudos de genômica funcional, como os RNAi, 
são testados quanto às características fenotípicas decorrentes da influência da 
alteração genética induzida (Oliveira-Garcia e Deising, 2013). Sistemas in vitro 
facilitam a avaliação de mutantes, especialmente em larga escala, 
economizando material e espaço para a realização de experimentos em casa 
de vegetação ou campo (Guimaraes et al., 2017; Oliveira-Garcia e Deising, 
2013), especialmente quando trabalha-se com espécies arbóreas. 
A partir da obtenção de mutantes de C. abscissum para estudos 
funcionais há a necessidade de um sistema de avaliação da patogenicidade 
desses novos mutantes. Apenas um método de avaliação pela indução de 
sintomas de podridão floral é descrito na literatura (Moretto et al., 2001). No 
entanto, para o referido método é necessária grande quantidade de flores, e os 
controles negativos são considerados a partir de uma unidade biológica 
diferente (constituída de ramos com várias flores, acondicionados em caixas 
modelo Gerbox® não inoculadas com a suspensão de esporos). Com isso, não 
há garantia de que as flores usadas para a inoculação de mutantes, ou 
controles, já não estavam previamente infectadas pelo fungo. 
Consequentemente, as possíveis lesões poderiam ser decorrentes de uma 
infecção prévia, e não pela inoculação controlada do fungo. 
Visto isso, no presente trabalho buscou-se explorar diversos aspectos 
em torno do agente causal da podridão floral dos citros, Colletotrichum 
abscisssum. Para isso, a correta identificação do isolado foi realizada, de 
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acordo com as normas de classificação vigentes. Em seguida, o genoma de C. 
abscissum foi sequenciado, montado e anotado. Com isso, alvos relacionados 
a patogenicidade do fungo foram encontrados e silenciados via RNA 
interferente. Por fim, esses mutantes foram avaliados através de uma 
metodologia eficiente e confiável de indução de sintomas em flores de citros 
destacadas. Além disso, estudos preliminares de aplicação da técnica de RNAi 
foram realizados com o agente causal da mancha preta dos citros, P. citricarpa 
objetivando-se a prova de conceito desse sistema nesse patógeno.  
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Capítulo 1 – Caracterização filogenética do agente causal da 
podridão floral dos citros. 
 
Introdução 
Fungos pertencentes ao gênero Colletotrichum são amplamente 
conhecidos por possuírem espécies com variados trofismos, podendo ser 
patogênicos, endofíticos e saprofíticos. Menezes (2006) relatou aspectos 
históricos importantes referentes a esse importante gênero de fungos. O 
primeiro a descrever o gênero Colletotrichum foi Corda em 1831, baseado em 
características morfológicas que diferenciavam esse gênero de fungos 
pertencentes ao já conhecido gênero Vermicularia. Em 1884 Saccardo  
esclareceu que os corpos de frutificação de Vermicularia eram uma fase do 
desenvolvimento do acérvulo de Colletotrichum (Menezes, 2006).  
Apesar disso, apenas em 1957 Von Arx concluiu que Colletotrichum, 
Vermicularia e Gloeosporium (gênero descrito desde 1849) eram o mesmo 
grupo de fungos erroneamente separados. Com isso, as aproximadamente 700 
espécies distribuídas nos três gêneros foram reduzidas à 11, baseadas nos 
critérios morfológicos adotados. Até o início da última década do século 
passado as características morfológicas e associações à hospedeiros eram 
utilizadas para classificar as espécies do gênero Colletotrichum (Sutton, 1992). 
Com o desenvolvimento e acessibilidade de ferramentas moleculares, os 
estudos filogenéticos envolvendo as espécies do gênero Colletotrichum 
começaram a ser realizados, especialmente, utilizando oligonucleotídeos 
iniciadores baseados em sequências genômicas da região ITS do rDNA (Mills 
et al., 1992). A distinção de espécies de Colletotrichum foi baseada nas 
diferenças da região ITS dos isolados em diversos estudos durante os anos 
seguintes (Freeman et al., 1998; Moriwaki et al., 2003; Pileggi et al., 2009). 
Porém, em 2012, Damm e Weir utilizando análises multilócus para 
filogenia molecular observaram que as espécies classificadas como C. 
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acutatum e C. gloeosporioides tratavam-se de um complexo de espécies de 
Colletotrichum (Damm et al., 2012; Weir et al., 2012). Em seus estudos, 
propuseram uma reclassificação de cada um dos complexos de espécies. Após 
essa reclassificação, a espécie isolada de diferentes hospedeiros antes C. 
gloeosporioides foi subdividida em 22 espécies, e o C. acutatum em 31 
espécie, sendo mantido um espécime tipo com o mesmo nome dado ao 
complexo de espécies.   
Esses dois complexos de espécies compreendem uma gama de 
fitopatógenos que causam a doença conhecida como antracnose em culturas 
com importância econômica como soja, pinus, café, eucalipto, banana e citros 
em países de regiões tropicais e subtropicais (Damm et al., 2012; Weir et al., 
2012). Em laranjas doces, duas doenças estão associadas a presença de C. 
acutatum e C. gloeosporioides, a antracnose e a queda prematura dos frutos 
(Brown et al., 1996; Fischer et al., 2007; Lima et al., 2011). 
Nesse contexto, verificou-se a necessidade da correta identificação de 
isolados de lesões de laranja doce, obtidos em pomares do Estado de São 
Paulo, que seriam utilizados em pesquisas futuras visando melhor 
entendimento e controle do agente causal da podridão floral dos citros. Os 
resultados obtidos pelo estudo foram compilados e resultaram em um 
manuscrito submetido à análise da revista científica “European Journal of Plant 
Pathology”. Este, encontra-se na íntegra na próxima seção do presente 
capítulo. 
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Abstract 
In the last years, there were several changes and advances in the 
taxonomy of Colletotrichum species. Colletotrichum species are associated with 
Citrus plants as pathogen, saprobes, and as endophytes. One species that 
cause disease in citrus is C. acutatum and this complex was divided in 32 
species. Therefore it is extremely important to correctly identify which species of 
this complex is the real causal agent of the disease Post-bloom fruit drop in 
citrus. In this study, we used multilocus analysis (ITS, ACT, TUB2, Histone, 
CHS, GAPDH) to establish the real position of this species in Colletotrichum 
acutatum complex phylogeny. For that, we compared our isolates from PFD 
lesion in citrus with all type strains from C. acutatum complex (Damm et al., 
2012) and all sequences of PFD isolates available in GenBank database. All 
isolates from PFD-affect flowers of sweet orange, as well as our isolates in 
Brazil, belongs to a new species of C. acutatum complex that cause disease in 
sweet oranges, here named as C. sinensii.  
  
Keywords: Colletotrichum acutatum, Colletotrichum sinensii, multilocus 
phylogeny, postbloom fruit drop, citrus disease.  
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Introduction 
The Colletotrichum genus comprises approximately 600 species of fungal 
that cause diseases in over than 3,000 species of plants (Crous et al., 2004a). 
Int citrus they cause anthracnose, post-bloom fruit drop (PFD) and Key lime 
anthracnose (Timmer et al., 2000). Simmonds (Simmonds, 1965) firstly 
described the C. acutatum as the causal agent of anthracnose, and C. 
gloeosporioides was described as responsible for post-bloom fruit drop (Fagan, 
1979). Key lime anthracnose (KLA) was initially attributed to Gloeosporium 
limetticola (Clausen, 1912), but von Arx (Von Arx, 1970) and Sutton (Sutton, 
1980) concluded that C. gloeosporioides is the causal agent. Over the time 
occurred several changes in the species classification. Agostini et al. (1992) 
described three forms of C. gloeosporioides based on morphology and 
pathogenicity, one with fast-growing gray (FGG) colonies, which grew rapidly 
and produce abundant gray mycelium, a slow-growing orange (SGO), and key 
lime anthracnose (KLA) that grew slowly and produced pink-orange colonies. 
FGG and SGO were associated to PFD in sweet orange, while KLA strains 
caused anthracnose exclusively in key lime. Brown et al. (1996) proposed that 
KLA and SGO were C. acutatum, and the FGG was a typical form of C. 
gloeosporioides. 
MacKenzie et al. (2009) used different genes to differentiate a range of 
C. acutatum from a several hosts. This study supported Brown (Brown et al., 
1996) and Agostini (1992) reports (Agostini et al., 1992): the differences 
between Colletotrichum species that cause disease in sweet orange and Key 
lime, as well as the species differences within hosts. Lately, epidemiological 
tests demonstrated that C. gloeosporioides and C. acutatum are causal agents 
of PFD in Brazil (Lima et al., 2011), and in Bermuda (McGovern et al., 2012).  
 In the last years Damm and collaborators published several papers that 
organized and better classified the Colletotrichum species complex, including C. 
gloeosporioides, the causal agent of KLA anthracnose (Damm et al., 2012; Weir 
et al., 2012). However, just the Key lime isolate was included in the comparison. 	
Therefore, it was not possible to conclude whether the isolates that cause PFD 
share or not similarity with the typical isolate of C. acutatum proposed for Dam's 
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group.  Huang (Huang et al., 2013) described a new species of Colletotrichum 
associated with citrus, and named it C. citri. This species was isolated from Key 
lime, and belongs to the  C. acutatum complex described by Damm (Damm et 
al., 2012). Thereby, there is no report about the real identity of C. acutatum 
epidemiological agent of PFD in sweet orange.  
The present work aims to elucidate the identity of Colletotrichum species 
associated to post-bloom fruit drop in sweet orange using  molecular multilocus 
analyses, as suggested by Damm (Damm et al., 2012). 
 
MATERIAL AND METHODS 
Biological Material 
Two isolates (LGMF1258 and LGMF1257) of Colletotrichum from PFD 
were used in this study. Both were isolated directly from PFD symptomatic 
flowers of sweet orange tree, and obtained from monosporic culture maintained 
as described by Castellani (1963). Isolate LGMF 1258 was isolated in 
Engenheiro Coelho city, São Paulo State, Brazil (22° 28’ 40. 59” S 47° 10’ 57. 
43” W). The isolates were deposited in Culture Collection of Federal University 
of Paraná. All isolates and sequences used in the present work are in Table 1. 
The studies on pathogenicity were previously obtained and described by 
Menezes (Menezes et al., 2014).  
 
Table 1: NCBI access numbers of LGMF 1257 and LGMF 1258 Colletotrichum sinensii 
isolate used to phylogenetic studies. 
Gene LGMF 1257 LGMF 1258 
ITS KM245576 KM897683 
HISTONE KM651843 KM897682 
CHS KM897674 KM897675 
GAPDH KM897676 KM897677 
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TUB-2 KM897678 KM897679 
ACT KM897680 KM897681 
 
 
Morphological study 
Discs of mycelia material (5 mm of diameter) from 5 days of grown 
colony were plating on fresh PDA plates and incubate at 25°C 12/12 hour 
fluorescent light and dark. The mycelial growth was measured until 10 days 
after inoculum, as well as the colony morphology (in triplicate). The hyphae 
appressorium was evaluated using the slide culture technique (JOHNSTON, 
1997) after 5 days, and the characteristic of 50 appressoria were recorded 
using the Zeiss Axioskop 2 microscopy with digital camera MRc 3 (Germany) 
and Axiovision software from Zeiss. 
 
DNA extraction, amplification and sequencing 
The fungi was grown in PDA medium (Merk®), over the cellophane 
membrane, at 28°C for three days. The mycelium was harvest with a sterile 
spatula, placed in a mortar and ground with liquid nitrogen and a pestle into a 
fine powder. The genomic DNA was extracted following the Raeder and Broda 
(Raeder and Broda, 1985) method, precipitated with ethanol, washed in ethanol 
(70%), dried and dissolved in Milli-Q water. The treatment with RNase was 
conducted before the precipitation process. The quality of DNA extracted was 
evaluated by agarose gel electrophoresis and its concentration measured with 
spectrophotometer (NanoDrop, TermoScientific). 
The genome regions amplified and sequenced were the same used by 
Damm et al. (2012) to resolve the Colletotrichum acutatum complex. These 
regions were: the 5.8S nuclear ribosomal gene with the two flanking internal 
transcribed spacers (ITS), a 200-bp intron of the glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH), and partial sequences of the chitin synthase 1 (CHS-
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1), histone3 (HIS3), actin (ACT) and beta-tubulin (TUB2). The primers pair used 
are represented in the table 2. 
 
Table 2: Genes names, sequences and references used in this work.  
Gene Product Sequence (5' - 3') Reference 
ACT Actin F - ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 
Carbone and 
Kohn, 1999 
  
R - TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 
 
TUB-2 β - tubulin 2 F - GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 
Glass and 
Donaldson 1995 
  
R - ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 
 
CHS 
Partial Sequence of Chitin 
Synthase 1 F - TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG Guerber et al 2003 
  
R - TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG 
 
GAPDH 
Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase F - GCCGTCAACGACCCCTTCATT GA 
Carbone and 
Kohn, 1999 
  
R - GGGTGGAGT CGTACTTGAGCATGT 
 HIST Histone 3 F - AGGTCCACTGGTGGCAAG Crous et al 2004b 
  
R - AGCTGGATGTCCTTGGACTG 
 ITS Internal transcribed spacer F - TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990 
  
R - GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
      
 
The PCR reactions were performed in a Applied Biosystems‘Veriti’ 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, California) in a total volume of 
50 mL, using the Taq PCR Master Mix Kit (Quiagen), following the manufacture 
instructions. Conditions for PCR of these genes constituted an initial 
denaturation step of 5 min at 94°C, followed by 40 cycles of 30 s at 94°C, 30 s 
at 52°C and 30 s at 72°C, and a final extention step of 7 min at 72°C. To tubulin 
amplification, the melting temperature was 55°C. The sequencer used was ABI 
3730 Applied Biosystems®. The consensus sequences were generated using 
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BioEdit (Hall, 2011), and the manual alignment was adjusted using MEGA v.6 
(Tamura et al., 2013). 
A Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algorithm was used to generate 
phylogenetic trees with Bayesian probabilities using MrBayes v. 3.1.1 
(RONQUIST, 2003) for the combined sequence datasets. Models of nucleotide 
substitution for each gene determined by MrModeltest v. 2.3 were included for 
each gene partition. The analyses of two MCMC chains were run from random 
trees for 1,000,000 generations and sampled every 100 generations. 
 
RESULTS 
Morphological study 
Colletotrichum sinensii E.H. Goulin, M.A. Machado & C. Glienke, sp. nov. 
Mycobank: MB 810297. Fig. 1 
Colletotrichum acutatum similis, sed conidiis minoribus, 8,3 – 11,2 x 2,6 – 3,7 
µm. 
Etymology: from Citrus sinensis in reference to the occurrence on this host. 
Sexual morph not observed. Asexual morph on PDA: The vegetative hyphae in 
PDA medium has 2-5 um diam, hyaline, smooth-walled, septate, branched. 
Condiosphores formed directly on vegetative hyphae. Setae not observed. 
Conidiophores hyaline, smooth-walled, mostly simple, sometimes septate and 
branched, to 25 µm long. Conidiogenous cells hyaline, smooth-walled, 
cylindrical to slightly inflated. Conidia hyaline, smooth-walled, aseptate, straight, 
cylindrical and rounded ends, (6,5 -) 8,3 – 11,2 (- 12,5) x (2,3 -) 2,6 – 3,7 (- 4,6) 
um, mean +- SD = 9,7 +- 1,5 x 3,2 +- 0,5 um, L/W ratio = 3,1. Appressoria 
solitary, medium brown, smooth-walled, ellipsoidal to obovate, entire edge, 
sometimes undulate, (7 –) 7,9 – 10,7 (– 13) x (4 –) 4,3 – 5,9 (– 7) um, mean +- 
SD = 9,3 +- 1,4 x 5,1 +- 0,8 um, L/W ratio = 1,82. 
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Table 3: Average comparison between C. sinensiis and others Colletotrichum spp. citrus 
pathogens described by Damm et al. (2012) and Hang et al. (2013)  
  Conidia   Apressoria 
 
Lenght SD Width SD L/W ratio 
 
Lenght SD Width SD L/W ratio 
            C. sinensii 9,7 1,5 3,2 0,5 3,1 
 
9,3 1,4 5,1 0,8 1,8 
C. acutatum 12,6 1,8 3,9 0,3 3,2 
 
7,3 2,0 5,4 1,2 1,3 
C. 
limetticola 
16,3 4,2 4,5 0,6 3,6 
 
7,4 1,3 5,3 0,7 1,4 
C. citri 11,6 2,1 3,9 0,6 3 
 
8,0 / 4,5 / 1,8 
	
		 		 		 		 		 		 		 		 		 		 		
	             
Culture characteristics: Colonies on PDA flat with entire margin; surface buff, 
rosy buff, salmon to peach due to sporulation, with olivaceous sectors in the 
centre, partly covered by white floccose aerial mycelium, reverse rosy buff to 
flesh, smoke grey to olivaceous grey in the centre; growth rate 33 – 35 mm in 7 
d (53.5 – 55.5 mm in 10 d). Conidia in mass saffron to orange.  
Material examined: Brazil, Culture LGMF1258 from Citrus sinensis  PFD 
symptomatic flowers, . Culture LGMF1257. 
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Figure 1 – Macro and micromorphology of Colletotrichum sinensii. From PDA medium. A) 
Macromorphology growing over the medium. B) Macromorphology reverse plate. C – E) 
Conidia. F – I) Conidiophores. J) Conidiomata. K – M) Apressoria. N) Vegetative hyphae. 
Scale bars = 20 µm. 
 
Phylogenetic analysis 
DNA sequences of six genes were obtained from the two isolates 
included in the study and concatenated to form a supermatrix of 1918 bp. These 
sequences were included in alignment performed by Damm et al. (2012) and 
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the resultant tree is in Figure 2. The tree was rooted by four C. orchidophilum 
strains (CBS 631.80, CBS 632.80, CBS 119291, IMI 309357). For Bayesian 
analysis, a GTR+GI model was selected and incorporated in the analysis. The 
consensus tree obtained from Bayesian analyses confirmed the tree topology 
obtained with Maximum Likehood. Bayesian posterior probability values agreed 
with bootstrap supports (Fig. 2). In this tree we used the same annotation used 
by Damm et al. (2012), and our two isolates performed a separated group within 
the Clade 1 of Damm’s tree. It consists of nine subclades comprising the 
species C. lupini (1A), C. tamarilloi (1B), C. costaricense (1C), C. cuscutae 
(1D), C. melonis (1E) and C. limetticola (1F), Subclade 1G from Damm`s tree 
comprising two unnamed strains, IMI 384185 (from Caryocar – Brazil) and CBS 
129823 (from Passiflora- Colombia) closed related to C. limetticola in our 
phyllogenetic tree, Subclade 1H in Damm`s tree comprising four unnamed 
strains, CBS 129810 (from Solanum – Colombia) CBS 101611 (from Costa 
Rica), CBS 129821 and CBS 129820 (from Passiflora – Colombia), and finally, 
the well-supported (bootstrap support/ Bayesian posterior probability value of 
both 0.971/1.00), Subclade 1I comprising our two isolates LGMF1257 and 
LGMF1258.  
In the subclade 1F there is the type strain of C. limetticola (CBS 114.14) 
isolated from C. aurantifolia, in Florida, USA. This is the only one isolate from 
citrus included in study of Damm (Damm et al., 2012). However, this isolate was 
obtained from Key lime and it is different from our isolates from sweet orange. 
The posterior probability (PP) support for the grouping within the clade 1, and 
for grouping of a new species described here. We addressed the name 
Colletotrichum sinensii (Mycobank MB 810297 ) to these isolates which are the 
epidemiological agent of PFD disease in sweet orange (C. sinensis L. Osb.), 
and which were previously named as Colletotrichum acutatum (MENEZES et 
al., 2014). The current C. acutatum (s.str.) is in the clade 4 (Figure 2) (Damm et 
al., 2012), and they were isolated from different hosts from several countries 
other than Brazil.  
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Figure 2 – Phylogeny analysis using multigene alignment comparing the PFD isolates from 
sweet orange to 5 clades isolates of Colletotrichum acutatum species complex (Damm et 
al., 2012). The same methodology used for Damm was used for generate this analysis. The 
tree was rooted to sequences of four Colletotrichum orchidophilum strains. (TreeBase: 
16929.) 
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To determine whether C. acutatum (s. lat.) causing PFD in C. sinensis 
around the world belongs to a new species C. sinensii, we compared all 
available sequences from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) to 
clade 1 isolates (Figure 3). We included in this analysis all sequences from key 
lime isolates available in GeneBank database (Table 1). For this analysis we 
only used the ITS and GAPDH genes, because of there is no other sequences 
available in NCBI database. 
The Figure 3 shows a tree with 3 well-supported and principal clades. 
The clade 1 comprising the C. limetticola type strain and three isolates from Key 
lime anthracnose from Florida (Brown et al., 1996; MacKenzie et al., 2009). The 
clade 2 consists of three isolates of C. citri from Key lime from China described 
by Huang (Huang et al., 2013). These authors described these isolates from 
China as a new species into the clade 4 of tree from Damm (Damm et al., 2012) 
and close to C. nymphaeae and C. scovillei. The clade 3 comprising our two 
isolates of C. sinensii (LGMF1257 and LGMF1258-Type strain), and three 
isolates from PFD in C. sinensis, previously name as C. acutatum/Glomerella 
acutata – STF-FTP10, OCO-ARC-4 and ALB-IND-25 (MacKenzie et al., 2009). 
Therefore, after the redefinition of C. acutatum complex species (Damm et al., 
2012), we can address the species Colletotrichum limetticola to Key lime 
isolates in Florida, C. citri to Key lime in China, and C. sinensii to PFD isolates 
from Citrus sinensis from Brazil and Florida. If there are other species from C. 
acutatum s. lat. associated to PFD disease in citrus remain to be clarified. 
However, since no one isolate from citrus plants around the world clustered with 
the species C. acutatum s. str., we suggest that this species is not associated a 
disease in citrus plants.  
	 39	
 
	
Figure 3 – Phylogenetic analysis using ITS and GAPDH sequences of the 2 PFD isolates 
from sweet orange (LGMF1257 and LGMF1258), and the available sequences from 
databases from PFD in sweet orange, in Key Lime (Brown et al., 1996; MacKenzie et al., 
2009; Peres et al., 2008), C. citri (Huang et al., 2013) from china and the most related 
isolates of Colletotrichum acutatum species complex (Damm et al., 2012). The tree was 
rooted to sequences of Colletotrichum acutatum (CBS112996). 
 
Analyzing independently each gene fragments we found that the ACT, 
GAPDH and TUB are the genes that can distinguish the Colletotrichum species 
within clade 1, including pathogenic species from Citrus: C. limetticola, C. citri 
and C. sinensii (data not shown). 
 
Discussion 
In this work, we describe the new species of Colletotrichum sinensii 
which belongs to the C. acutatum complex as an epidemiological agent of PFD 
in sweet orange.  
After the reclassification of C. acutatum complex species (Damm et al., 
2012) many diseases attributed to this range of pathogens needs to be 
analyzed. In previous paper Huang (Huang et al., 2013) described two new 
species of Colletotrichum from citrus in China. The species associated to Citrus 
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belonging to the C.	 gloeosporioides species complex comprised C. 
gloeosporioides and C. fructicola. C. boninense complex comprised C. karstii 
and a new species C. citricola, and the C. acutatum complex included a new 
species, C. citri.  
 Our isolates from sweet orange belong to C. acutatum species complex 
as well. But, they are clearly distinct of others species classified by Damm 
(Damm et al., 2012) (especially C. acutatum and C. limetticola) and of C. citri. In 
the first paper using molecular data to distinguish pathogenic species of 
Colletotrichum from citrus (Brown et al., 1996) they used isolates both from 
sweet orange and Key lime. Using data of this Brown’s isolates, available in 
(MacKenzie et al., 2009), and from Damm (Damm et al., 2012), we can 
visualize that the Brown’s isolates from Key lime belongs to C. limetticola.  The 
Brown’s isolates from PFD-affect flowers of sweet orange, as well as our 
isolates in Brazil, belongs to a new species of C. acutatum complex that cause 
disease in sweet oranges, here named as Colletotrichum sinensii.  
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Conclusões 
 Após as avaliações, seguindo os parâmetros estabelecidos por Damm et 
al. (2012), foi constatada e comprovada que a podridão floral dos citros é 
causada por uma espécie pertencente ao complexo de espécies do C. 
acutatum, mas diferente das descritas na reclassificação. Os experimentos 
deste trabalho foram realizados de forma independente dos de Pinho e Pereira 
(Pinho e Pereira, 2015) e corroboraram com os resultados por eles 
encontrados. Porém, os referidos autores fizeram a notificação pública dessa 
nova espécie antes do aceite do trabalho desenvolvido neste doutorado. Por 
isso, atualmente, a espécie pertencente ao complexo C. acutatum que causa a 
PFD foi nomeada como C. abscissum, e não C. sinensii como sugerido no 
trabalho submetido. 
 Até o momento a espécie pertencente ao complexo de espécies C. 
acutatum e causadora da PFC em laranja doce é C. abscissum. É descrito que 
além da espécie do complexo C. acutatum, o fungo C. gloeosporioides é o 
agente causal da PFD (Lima et al., 2011). No entanto, a descrição desse 
agente causal ocorreu antes da reclassificação das espécies do complexo C. 
gloeosporioides (Weir et al., 2012). Assim, há indícios de que uma diferente 
espécie do complexo C. gloeosporioides possa ser o agente causal, assim 
como ocorreu com o complexo C. acutatum.  
Diferentemente do ocorrido quando da reclassificação de C. acutatum, 
no trabalho de reclassificação de C. gloeosporioides realizado por Weir (2012) 
foram utilizados isolados de espécies cítricas da Nova Zelândia e Estados 
Unidos da América, diminuindo assim a chance de haver uma espécie 
patógena de citros não descrita neste trabalho, exceto que hajam mais de uma 
espécie do complexo C. gloeosporioides causadora da doença PFC, cujos 
isolados não foram avaliados. Nessa reclassificação, todos os isolados de C. 
gloeosporioides isolados de citros foram classificados como C. gloeosporioides 
(sensu stricto) 
 Portanto, a análise filogenética molecular dos isolados de lesões florais, 
características PFC em flores de laranja doce em pomares do Estado de São 
	 46	
Paulo, sinalizam que a podridão floral é causada pelo fungo do complexo C. 
acutatum de espécies, pertencem à espécie C. abscissum. Com isso, esse 
trabalho indica que, possivelmente, é essa a espécie de todos os isolados 
patogênicos de citros anteriormente classificados como C. acutatum. 
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Capítulo 2 – Sequenciamento do genoma de Colleototrichum 
abscissum, agente causal da podridão floral dos citros. 
 
Introdução  
Com os avanços tecnológicos e diminuição de custos, o número de 
genomas sequenciados e disponíveis tem aumentado significativamente. 
Aproximadamente vinte e cinco mil genomas estão depositados no NCBI, e 
desses, aproximadamente, quatro mil e quinhentos de organismos eucariotos, 
sendo 1061 de fungos (NCBI, acesso em junho de 2017). 
Dentre um total de 17 genomas do gênero Colletotrichum depositados 
no NCBI, nenhum pertence a patógenos de citros. Até o momento, são de 
conhecimento público três genomas de patógenos fúngicos de citros (NCBI, 
acesso em junho de 2017). Sendo esses, dois de Phyllosticta citricarpa 
(Bioproject: PRJNA301361 e PRJNA188924), agente causal da mancha preta 
dos citros, e um de Alternaria alternata, causador da mancha marrom de 
alternaria (Wang et al., 2016). 
Apesar das semelhanças entre genomas, por serem do gênero 
Colletotrichum, significativas diferenças entre esses podem influenciar a análise 
de resultados, e também os estudos de genômica funcional. Uma vez que são 
descritas diferenças relevantes até mesmo entre isolados de mesma espécie 
(Baroncelli et al., 2016). Essas discrepâncias genômicas foram suficientes para 
classificar os fungos do complexo de espécies Colletotrichum acutatum em 32 
outras espécies (Damm et al., 2012; Pinho e Pereira, 2015). 
O estudo de genomas contribui para o entendimento de diferentes 
processos necessários para a infecção fúngica, e por consequência sua 
patogenicidade (Buiate et al., 2017; O’Connell et al., 2012a; Zhao et al., 2013). 
Além disso, é possível a investigação de aspectos evolutivos relacionados à 
interação do patógeno com o hospedeiro (Manning et al., 2013). 
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Abstract: Colletotrichum abscissum (Colletotrichum acutatum species complex) 
is one of the causal agents of citrus postbloom fruit drop. The fungus has an 
hemibiotrophic lifestyle and is responsible for significant economic losses in 
countries producing citrus. Here we report the genome draft of this plant 
pathogen, after compiling the information from two strains, isolates from Brazil 
and USA. This data provides useful possibilities for new studies. 
 
The Colletotrichum genus has a high diversity of hosts and it causes disease in 
different species of plants. Due its economic importance and the range of hosts, 
the genus was included in the 8th position of the top 10 rank of fungal pathogens 
(Dean et al., 2012). Colletotrichum acutatum species was reclassified in 2012 
and the new species complex demonstrated a high variety of hosts affected by 
these fungi complex (Damm et al., 2012). Some years ago, Pinho and Pereira 
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described C. abscissum as causal agent of postbloom fruit drop in citrus. This 
specie was previously classified as C. acutatum, and it was included in the C. 
acutatum species complex, according Dann´s classification (Pinho and Pereira, 
2015). Thereat, the disease is now attributed to two Colletotrichum species, the 
C. abscissum and C. gloeosporioides (Lima et al., 2011; Pinho and Pereira, 
2015; Silva-Junior et al., 2014). 
The strains of C. abscissum is from Brazil (CA 142 - obtained from the 
Plant Pathogenic Fungi Collection of the Department of Phytopathology and 
Nematology (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, University of São 
Paulo, Piracicaba, Brazil) and were isolated from petal lesions and the fungus 
identity was previous confirmed by multilocus phylogeny, according to Damm 
(Damm et al., 2012) and used by Pinho and Pereira (Pinho and Pereira, 2015).  
The genome sequence of C. abscissum strain Ca142 was obtained using 
Illumina paired end technology, 100 bp (13,5 GB, average coverage 168 X). 
The contig assembly of Ca142, using the CLC Genomics Workbench software, 
resulted in an 81,4 Mbp long genome, distributed in 3620 contigs, N50 of 
51,076 bp, the largest with 367,583 bp long, G+C content of 52.71% (the NCBI 
accession number is not available yet).  
 In this study we generate the draft genome sequence of C. abscissum 
(Pinho and Pereira, 2015), which belongs to C. acutatum species 
complex(Damm et al., 2012). These data are an advance for citrus fungi 
pathogen and will allow further studies to better understand the postbloom fruit 
drop pathogen, and strategies for fungal control.  
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Conclusões 
 Os dados de sequenciamento do genoma de C. Abscissum são as 
primeiras informações disponibilizadas publicamente do agente causal da PFC. 
A partir de informações completas e confiáveis de genomas diversos estudos 
podem ser realizados, como a comparação de genomas entre espécies 
patogênicas do gênero Colletotrichum spp., estudos de genômica funcional, 
filogenia molecular, dentre outros. 
 Assim, a disponibilidade dessas informações favorece avanços no 
entendimento desse patógeno, como já descrito com outros fungos 
patogênicos que tiveram seus genomas sequenciados, como exemplo o 
Penicillium chrysogenum (van den Berg et al., 2008), Magnaporthe oryzae 
(Jeon et al., 2007), análises comparativas de genomas de diferentes fungos e 
oomicetos (Soanes et al., 2008), e comparação de fungos do gênero 
Colletotrichum (O’Connell et al., 2012b). 
 Como exemplo de aplicabilidade de uso de genomas, no presente 
trabalho, os dados do sequenciamento de C. abscissum foram utilizados como 
base para busca de genes alvos para a construção de vetores de silenciamento 
gênico, via RNA interferente. Assim como descrito, muitos outros trabalhos de 
genômica funcional poderão ser realizados valendo-se dessas informações. 
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Capítulo 3 – RNA interferente em estudos de genômica 
funcional de C. abscissum. 
 
Introdução  
 Após o primeiro relato da maquinaria de RNA interferente e sua 
aplicação em fungos filamentosos, em 1992 (Romano e Macino, 1992), estudos 
utilizando esses organismos como modelo possibilitaram significativos avanços 
no entendimento desses processos. A partir desse início, foram descritas 
formas alternativas e eficientes de mecanismos de silenciamento, os quais 
envolvem diferentes enzimas ou combinações dessas para a indução do 
silenciamento (Dang et al., 2011; Trieu et al., 2015), inclusive a ausência desse 
sistema em algumas espécies (Billmyre et al., 2013). 
 O entendimento do sistema de interferência via RNA de um organismo 
possibilita a aplicação de estratégias para genômica funcional e controle de 
patógenos. Dentre as estratégias de controle, destaca-se o “host-induced gene 
silencing” (HIGS) no qual transcritos do hospedeiro são processados pelo 
patógeno e pequenos RNAi formados e silenciam os genes alvo (Tinoco et al., 
2010). Enquanto que, no “spray-induced gene silencing” (SIGS) RNAs dupla-
fita são pulverizados sobre células fúngicas, esses são incorporados e 
processados dentro da célula pela maquinaria de interferência do fungo e 
silenciando o gene alvo (Koch et al., 2016). 
 SIGS surgiram como alternativa para o controle de patógenos fúngicos. 
No entanto, para isso, primeiramente são necessários estudos sobre a 
maquinaria de RNAi e sua funcionalidade no patógeno de interesse. Pois, para 
o SIGS os RNAs dupla-fita são incorporados a maquinaria do patógeno, 
induzindo o silenciamento (Koch et al., 2016). 
 Atualmente, muitas classes de compostos químicos são utilizadas para 
controle de fungos fitopatogênicos, sendo responsáveis pelos frequentes 
relatos de resistência, além dos impactos ambientais (Hayes et al., 2016; 
Hobbelen et al., 2014; Sierotzki e Scalliet, 2013; van den Bosch e Gilligan, 
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2008). Dentre os alvos de fungicidas, enzimas relacionadas com a respiração 
mitocondrial são comumente selecionadas como candidatos a serem afetados 
por esses compostos (Dehne et al., 2007; Ishii et al., 2016).  
Muitos compostos comercialmente explorados e aplicados em larga 
escala para controle de fitopatógenos agem sobre o complexo II da respiração 
mitocondrial (Rodrigues, 2006), inibindo a funcionalidade da succinato 
desidrogenase, conhecidos como SDHI (“Succinate Dehydrogenase 
Inhibitors”), esses impededem a ligação da ubiquinona no grupo heme b da 
enzima, inativando-a (Avenot and Michailides, 2010). Esses compostos 
químicos bloqueiam a conversão de succinato em fumarato durante o ciclo de 
Krebs, esse bloqueio também impede a atuação dessa enzima na cadeia 
transportadora de elétrons (Complexo II da respiração celular) (Huang e Millar, 
2013).  
 A resistência a classes de fungicidas é frequentemente reportada na 
literatura, associada a múltiplas mutações (Mohd-Assaad et al., 2016) ou, em 
muitos casos, a pontos simples de mutação (“single-point mutations”) (Blum et 
al., 2010), e os fungicidas SDHI não fogem a essa característica (Malandrakis 
et al., 2017; Pasche et al.). 
 Estratégias baseadas em RNAi, como SIGS e HIGS diminuem 
significativamente a possibilidade de indução de resistência por uma mutação 
de sítio único. Neste contexto, testes preliminares de investigação de 
funcionalidade da maquinaria de RNAi do patógeno são necessários, além da 
confirmação dos fenótipos esperados após o silenciamento, esses testes 
devem ser realizados antes do desenvolvimento de plantas que expressam a 
construção de RNA dupla-fita que induzirá o silenciamento, ou a formulação de 
produtos com esse RNA dupla-fita. Assim, o manuscrito a seguir comprova a 
funcionalidade do sistema de RNAi em Colletotrichum abscissum e, indica que 
as subunidades da enzima succinato desidrogenase são alvos eficientes para o 
controle do fungo via tecnologias que explorem a estratégias baseadas em 
RNAi.  
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Abstract 
The citrus crop is one of the most important culture worldwide, being Brazil the 
world highest producer of sweet oranges. But, the big challenge for this culture 
is the constant attack by several pathogens that cause relevant economically 
losses. The fungi diseases affect both the production and the fruit value. Among 
the fungal diseases the post-bloom fruit drop causes dramatically losses in 
production, it is characterized by damages in the blossoms that causes fruit 
infeasibility and early drop, the Colletotrichum abscissum is one of the causal 
agent. The control of this pathogen is based in chemical applications that 
induces the resistance development over the time, besides other parallel 
damages caused by fungicides. Irrespective of crops and fungicides used, 
development of fungicide-resistant pathogen populations is among the most 
severe problems in agriculture, demanding the implementation of novel 
fungicide independent methods in plant protection. The fungicides compounds 
have action in different targets, as the succinate dehydrogenase, which plays a 
hole in the tricarboxylic acid cycle and also in mitochondrial electron transport 
chain, making this enzyme a target to several fungicides. New technologies are 
being applied every year to better understand the pathogens biology, and it can 
contribute to plant diseases control as an alternative to chemical control. The 
RNA interference emerge as a potential technology for gene function studies as 
well as an approach for pathogens control. In recent years, silencing of 
essential genes of a pathogen by double-strand RNA application or mediated 
through the host plant has been established and is referred to as host-induced 
gene silencing (HIGS). Therefore, here we investigate the functionality of the 
RNAi machinery of C. abscissum and test genetically whether the chemically 
pre-defined fungal SDHi target may represent a promising target gene in HIGS 
plants. In addition, the mutants generated for this studies made possible the 
fungus infection process investigation. Furthermore, knockdown mutants of 
succinate dehydrogenase subunits genes resulted in morphological and 
pathogenicity changes. Thus, in conclusion, the RNA interference is an 
important tool that can be exploited to disease control. 
Keywords: Gene silencing, RNAi, DsRed mutants, gene expression analysis, 
fungicide, succinate dehydrogenase 
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Introduction 
The genus Colletotrichum comprises approximately 600 species of fungi 
that cause diseases in over than 3,000 species of plants (Crous et al., 2004). In 
citrus, they cause postbloom fruit drop (PFD) in sweet orange and key lime 
anthracnose (KLA) (Timmer et al., 2000). Simmonds (1965) first described C. 
acutatum as the causal agent of anthracnose, and C. gloeosporioides was 
recently implicated in postbloom fruit drop (Fagan, 1979). Key lime anthracnose 
was initially attributed to Gloeosporium limetticola (Clausen, 1912), but von Arx 
(1970) and Sutton (1980) suggested that C. gloeosporioides is the causal 
agent. Recently, epidemiological tests demonstrated that C. gloeosporioides 
and C. acutatum are causal agents of PFD in Brazil (Lima et al., 2011) and 
Bermuda (McGovern et al., 2012).  
Over time, several changes occurred in the taxonomy of the fungal 
species, and consequently, the causal agents of diseases were also reclassified 
according to the differences in their nomenclature. Damm et al. (2012) 
reorganized the complex Colletotrichum acutatum species. Based on Damm’s 
classification, Pinho and Pereira (2015) described a new pathogenic species, 
named Colletotrichum abscissum responsible for causing PFD in citrus.  
Despite the causal agents and new classifications over time, many 
different strategies were applied towards PFD control, such as crop 
management, biological control, antimicrobial phototreatment and fungicide 
spraying (Fracarolli et al., 2016; Klein et al., 2016; Lopes et al., 2015; Silva-
Junior et al., 2014; Peres et al., 2002, 2004). Initially, mixtures of systemic and 
methyl benzimidazole carbamates (MBC) or benzimidazoles, phthalimides and 
demethylation inhibitors (DMI) or triazoles were mostly used for PFD control (de 
Goes et al., 2008). However, restrictions on the use of MBC fungicides due to 
their high toxicity increased the use of the quinone outside inhibitor (QoI) and 
strobilurin fungicides (Peres and Dewdney, 2016). The fungicides available for 
C. abscissum control are limited, and their combinations are used to increase 
their efficiency (Silva-Junior et al., 2014).  
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Currently, the chemical control occurs using a quinone outside inhibitor 
(QoI), the strobilurin, which blocks the electron transfer from cytochrome b to 
cytochrome c1 at the Qo site located in the mitochondrial membrane (Gutierrez-
Cirlos and Trumpower, 2002). The mitochondria are an important target for 
fungicides among the different classes of action. The succinate dehydrogenase 
inhibitors (SDHI) are molecules that bind specifically to the ubiquinone-binding 
site (Q-site) inhibiting the fungal respiration (Avenot et al., 2008b).  
Succinate dehydrogenase (SDH) is a heterotetrameric protein, encoded 
by four nuclear genes, which plays an important role in the Krebs cycle and 
electron transport chain in mitochondria. SDH is located on the mitochondrial 
membrane with two hydrophilic subunits, the flavoprotein (sdha) and the iron-
sulfur protein (sdhb). The SDHA subunit carries a flavin adenine dinucleo- tide 
(FAD) cofactor and the substrate-binding site, while the SDHB subunit contains 
three iron-sulfur clusters—[2Fe-2S], [4Fe-4S], and [3Fe-4S]—which are 
connected to the substrate-binding site and the ubiquinone-binding site by a 
chain of redox centers. The SDH is anchored to the membrane by two 
hydrophobic subunits (sdhc and sdhd), which consist of a heme b group and a 
ubiquinone-binding site (Cecchini, 2003). This binding site is the target for 
fungicides that have action in the complex II of respiration (Avenot et al., 
2008b). SDH has a double importance in the aerobic respiration because it is 
involved in the oxidation of succinate to fumarate (in the mitochondrial matrix) 
and the ubiquinone reduction (in the mitochondrial membrane), and single point 
mutation on or close to the Q-site decrease the biding affinity to carboxamides 
fungicides, such as SDHI  (Horsefield et al., 2006).  
The specificity of SDHI and the absence of cross interference with other 
chemical compounds represent a clear advantage of this fungicide group, in 
comparison to another class of fungicides, as pathogen controller molecule 
(Avenot et al., 2008b). Sierotzki and Scalliet (2013) reported that the sales for 
the “next-generation SDHI” fungicides grew since 2012 in the United Kingdom 
and Germany. The “first generation” of SDHI has been introduced to the market 
already in 1966, suggesting that the incubation time under SDHi selection 
pressure might be fully sufficient to allow SDHi-resistant populations to occur 
(Ishii et al., 2016; Sierotzki and Scalliet, 2013) (Fungicide Resistance Action 
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Committee, FRAC; http://www.frac.info/). This scenario is particularly likely, as 
mathematical models have shown that fungicides acting against a single-site 
target are more likely to induce resistance than multiple target site inhibitors 
(Grimmer et al., 2014). 
The point mutations at different sites in the sdh genome subunit 
sequences conferred resistance to fungicides (Avenot and Michailides, 2010b; 
Mallik et al., 2014; Sierotzki and Scalliet, 2013). The resistance was also 
reported in the next-generation class of SDHI fungicides, at many different 
genome positions of sdh b, c and d subunits genes, which indicate the 
adaptability of the fungus to new conditions and selection pressure 
(Malandrakis et al., 2017; Sierotzki and Scalliet, 2013).  
 Although the chemical control of fungal pathogens is challenged by the 
development of fungicide resistance. Therewith, alternative technologies for 
pathogens control are been emerged. Such as the host-induced gene silencing 
– HIGS – is based on transcription of complementary sequences that form a 
hairpin structure, which will be process by the fungus RNAi machinery (Andrade 
et al., 2016; Nowara et al., 2010; Tinoco et al., 2010; Wang et al., 2016a; Zhang 
et al., 2016). In the spray-induced gene silencing – SIGS – double-strand RNA 
are sprayed over the fungal cells, inside the cell these molecules are processed 
by the RNAi machinery (Koch et al., 2016; Wang and Jin, 2017). For both 
strategies for fungal control is essential a functional RNAi machinery in the 
fungal pathogen. 
 Nevertheless, some fungi have loose canonical proteins involved in RNAi 
process, for example, the Ustilago maydis do not possess RdRp, Dicer and 
Argonaute proteins (Nakayashiki et al., 2006), and also several classes of RNAi 
mechanisms have been described in fungi, some of which are exclusive and 
others, such as miRNAs, are absent in fungi (Dang et al., 2011a). Therefore, 
the application of RNAi techniques must be preceded by the presence and 
functionality analysis of the system for which the use of reporter proteins have 
become a tool for proof of concept, thereby, the machinery functionality is 
confirmed by the hairpin transcription (Janus et al., 2007), and also the entrance 
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of double-strain RNA into the fungus cell followed by its processing (Koch et al., 
2016)  
 RNA interference (RNAi) can be used to reduce the transcript 
concentration of a target gene and thus to regulate gene expression without 
modification of the gene in the genome (Cheng et al., 2015). One of the major 
advantages of RNAi is that not only WT strains but also resistant mutants 
carrying point mutations in the fungicide target gene might be controlled. 
Moreover, the targets are the gene transcripts and not the protein subunits as in 
the fungicides. Therefore, RNAi has a less chance of developing resistance to 
against the fungus than a chemical fungicide.  
RNAi has also widely used for gene function studies in a range of fungi 
species, such as Rosellinia necatrix (Shimizu et al., 2014), Alternaria alternata 
(Miyamoto et al., 2008), Colletotrichum graminicola (Oliveira-Garcia and 
Deising, 2016a, 2016b), Colletotrichum acutatum (Mascia et al., 2014). In those 
studies, the authors have used the RNA interference for knockdown the 
candidate genes that would be involved in pathogenicity and plant-pathogen 
interactions process. The develop of plants that induce selective gene silencing 
in their respective pathogens (HIGS), including plant pathogenic fungi (Andrade 
et al., 2016; Cheng et al., 2015; Nowara et al., 2010), is only possible if 
previously characterized in the fungus of interested by RNAi. 
Therefore, in order to investigate whether essential genes can be studied 
in C. abscissum employing RNAi, we tested the functionality of the RNAi 
machinery in a strain of this fungus expressing the DsRed protein. DsRed 
expressed mutants generated in the present study were useful for infection 
tracking. In order to validate the RNAi system in C. abscissum, we have chosen 
the succinate dehydrogenase subunits sdha and sdhb, which are targets of 
fungicides. The transcript abundance of the genes SDHA and SDHB were 
efficiently silenced, resulting in morphological alteration and pathogenicity 
reduction. Therefore, our study describes significant progress in the use of RNA 
interference in disease control. 
 
	 65	
Materials and Methods 
C. abscissum isolate 
 C. abscissum strain Ca142 was isolated directly from PFD symptomatic 
flowers and used as pathogenic isolates in several experiments in Brazil (de 
Menezes et al., 2014; Menezes et al., 2014). These isolates were deposited in 
the Plant Pathogenic Fungi Collection of the Department of Phytopathology and 
Nematology (“Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,” University of 
São Paulo, Piracicaba, Brazil) and kindly provided by Prof. Dr. Nelson S. 
Massola. This isolate was characterized as Colletotrichum abscissum on a 
molecular basis, as described by Pinho (Pinho and Pereira, 2015).  
Genetic transformation of C. abscissum  
 First, the strain Ca142 of C. abscissum was transformed by both 
Rhizobium radiobacter (former “Agrobacterium tumefaciens”) and protoplasts. 
In Agrotransformation, the selection media was deposited over the co-cultivar 
after 24 hours, and the putative mutants were collected 24 hours after the 
selection media was deposited (Figueiredo et al., 2010). The Agrobacterium 
tumefaciens strain EH105 carried the vector pCAMDsRed (Eckert et al., 2005). 
Mutants with DsRed were used to test the machinery of RNA silencing.   
 The RNAi constructs of the target genes (DsRed and subunits of 
succinate dehydrogenase) were transformed into C. abscissum via protoplasts 
as described for C. graminicola (Werner et al., 2007) and C. acutatum (CHUNG, 
2002). Thereafter, 104 conidia/mL were grown in the SYE medium (0.5 M 
sucrose and 0.1% [wt/vol] yeast extract) for 6 hours. After germination, the 
medium was centrifuged at 2500xg; the supernatant was discarded, and the 
pellet was resuspended in the lysis solution [20 mg/ml lysing enzyme from 
Trichoderma harzianum ( Sigma, Deisenhofen, Germany) and 0.1% (vol/vol) β-
mercaptoethanol in 0.7 M NaCl], incubated with constant shaking at 55 RPM, 
30°C during 75 min. After centrifugation for 10 min at 800 G, the pellet was 
washed with 10 mL SCT (1 M sorbitol; 50 mM CaCl2; and 50 mM Tris-HCl, pH 
8.0) and centrifuged for 10 min at 800 G; the supernatant was discarded and 
the pellet suspended in 1 mL. After checking and counting the protoplast 
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concentration in a Neubauer chamber, 3 µg of the plasmid vector was added to 
104 protoplasts/mL in 100 µL aliquots. These aliquots were maintained on ice 
for 20 min, and 1 mL of PEG solution (40% poly- ethylene glycol 4000; 0.6 M 
KCl; 50 mM CaCl2; and 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) was added, and the samples 
were incubated for 30 min on the bench (25°C). Plates with 100 mL 
regeneration media (1 M sucrose, 0.1% [wt/vol] yeast extract, 0.1% [wt/vol] 
casein, and 0.6% [wt/vol] agar) per plate were incubated in the BOD 28°C for 24 
hours. After that, the selection media (regeneration media containing 
Neurstracin at 100 μg/ml and 1.5% [wt/vol] agar) was poured and incubate for 
24 hours, 28°C. The resistant colonies started to grow after 24 hours and were 
transferred to a new selective media. The mitotic stability was confirmed after 5 
consecutive transfers to non-selective media, after which the cultures were 
inoculated in selective media. 
 
Hairpin vector construction 
 The vector pREDi (Janus et al., 2007) was used to check the RNAi 
machinery and as the backbone for the RNAi target constructions. Therefore, 
we selected the regions correspondent to the Succinate Dehydrogenase 
subunits using the local Blast tool. The sequences were compared to the C. 
abscissum genome (not published). From the entire subunit sequence, we used 
the siRNA algorithm from EMBL to select the best regions inside the full 
sequence for use in vector construction. These regions were amplified using 
specific primers, in which restriction enzyme sites were added to insert the 
fragments in sense (SnaBI and XhoI restriction sequences) and anti-sense 
(ApaI and StuI restriction sequences) vector positions. We used DH5α E. coli 
electrocompetent strain and the BioRad electroporator for transformation. The 
cloning steps and the correct fragment introduction and orientation were 
confirmed by restriction reaction and DNA sequencing. 
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Epifluorescence microscopy  
Bright-field, differential interference contrast microscopy, and fluorescence 
microscopy were performed using an Olympus BX61 microscope equipped with 
a DP71 camera for images acquisition. The microorganism samples were 
prepared using a part of the mycelium from the fungus colony, without staining. 
The vegetal samples were prepared by hand cut slices deposited over glass 
slides, without staining. For the acquisition of fluorescence images, the same 
microscope was used with the fluorescence font and specific filter (U-MWIG3 
filter with excitation wavelength maximum of 558 nm and emission wavelength 
maximum of 583 nm) to DsRed fluorescence protein.  
Pathogenicity tests 
The pathogenicity tests were performed as described by Goulin (2017). The 
flowers were collected from Citrus sinensis trees cultivated in controlled 
conditions (greenhouses) in the “Centro de Citricultura ´Sylvio Moreira´”, 
Cordeirópolis – São Paulo, Brazil. Each test was conducted with five biological 
and technical replicates. Each citrus petal received a 20 µL inoculum droplet of 
the 1x105 conidia/mL suspension; when the strain did not produce conidia, the 
inoculum was prepared with a mycelium suspension. The systems were 
conditioned in a controlled BOD, 28°C for 72 hours.  
Germination test 
 The germination of the fungal conidia was tested by inoculating onion 
epidermis according to the method described by Nesher et al. (Nesher et al., 
2008). The image acquisition was performed using the DP71 camera linked to 
the BX61 microscope, 24 hours after the epidermis inoculation. The inoculated 
epidermal fragment was deposited over the glass slide and stained with 
lactophenol cotton blue (0,02%). 
RNA isolation and cDNA synthesis 
 The total RNA was extracted from the mycelium 5 days after growth on a 
cellophane membrane deposited over PDA media. The removed mycelium was 
ground, and 100 mg were used for RNA isolation on Direct-zolTM RNA MiniPrep 
	 68	
Plus kit (Zimo Research), following the manufacturer’s instructions. Genomic 
DNA was removed from the samples with DNAse I. The concentration and 
purity of the RNA samples were determined using a NanoDrop ND 8000 
spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). RNA 
samples (1 µg each) were used for cDNA synthesis using the GoScriptTM 
Reverse Transcription System kit (Promega®), following the manufacturer’s 
instructions. cDNA solutions were diluted 25-fold in RNAse-free water for 
subsequent analysis by qPCR.  
 
Interference evaluation by gene expression 
 The putative RNAi mutant (which grew in selective media) cDNA was 
used for RT-qPCR analysis. For this, specific primers targeting the silenced 
regions were designed and validated by PCR, sequencing and RT-qPCR. RT-
qPCR mixes were prepared for a final volume of 25 µL with 10 µL of GoTaq 
qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 150 nM of each gene-specific 
primers and 3 µL of the diluted cDNA. Amplifications were performed in a 7500 
Fast Real-Time PCR System (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) device, 
using the standard thermal profile: 95°C for 20 s followed by 40 cycles of 95°C 
for 3 s and 60°C for 30 s. Each biological replicate analyzed with technical 
triplicates. Each primer pair was tested three times for the presence of genomic 
and/or unspecific DNA by analysis of the melting curves. Real-time PCR Miner 
was used to evaluate efficiency and quantification cycle values (Zhao and 
Fernald, 2005). The means of all samples allowed the estimation of the 
efficiency value (E), whereas the Cq value, as the mean of the three technical 
replicates, was converted into relative quantities (RQ) by the function RQ=EDCq, 
where DCq is the difference between the lowest Cq-value for the evaluated 
gene and the Cq-value of a given sample. The ratio of RQ and NF is a 
normalized relative quantity (NRQ) of each sample. Values of fold change are 
the ratio of NRQ of a sample and the mean of NRQ of the calibrator. For 
statistical analysis, one-way ANOVA and Tukey’s HSD test (α < 0.05) were 
used to compare the mean expression levels of the treatments. 
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Results 
C. abscissum expressing DsRed fluorescence protein 
C. abscissum was successfully transformed by A. tumefaciens using the 
binary vector pCAMDsRed. (Figure 1). Mutants were selected as resistant when 
exposed to a hygromycin concentration of 400 µg/mL (Eckert et al., 2005); the 
pathogenicity tests were conducted, as described by Goulin et al. (2017). All the 
mutants have mitotic stability when inoculated in selective media after five 
replications in non-selective media. No pathogenicity alterations were observed 
in comparison to the wild type strain, and all mutants developed the classical 
PDF symptoms. 
 
Figure 1 – The two mutants of C. abscissum DsRed Superior – Ca_DsRed-Mut89; Inferior 
– Ca_DsRed-Mut72. A and D) Bright-field images. B and E) DsRed fluorescence emission. 
C and F) Merge images, from respective A/B and D/E images. (Scale bar = 50 µm). G) 
Germinated spore of Ca_DsRed-Mut208 after 6 hours of inoculation. H) Apressorium 
formation of Ca_DsRed-Mut208 after 8 hours of inoculation. I) Hyphae of Ca_DsRed-
Mut208. G, H and I are Merge images and for these the scale bar is equivalent to 10 µm. 
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 As the DsRed mutants of C. abscissum did not change their 
pathogenicity, they were used to track the infection in the citrus petal tissue. 
Fungal structures were visualized inside the petal (Figure 2). DsRed 
fluorescence was also useful to estimate the better infection time. In 6 and 8 
hours after inoculation, the hyphae were identified inside the plant tissue. We 
assumed that 8 hours after inoculation was the best time to observe infection 
throughout the tissue. The growth of the fungus could also be confirmed by 
detections assay with RT-qPCR for all evaluated times, when the fungus was 
detected using the Acut-1 primer pairs (de Menezes et al., 2014).  
 
Figure 2 – C. abscissum DsRed mutant petal infection. Superior images are 8 hours after 
inoculation analysis. Inferior images are 48 hours after inoculation. White arrows point the 
fungal structures, in the figures B and C are pointed the apressorium infecting the petal, while in 
the figures E and F are pointing the fungus hyphae. C and F) Merged images from the 
respective A and B and D and F microscopies. (Scale bar = 50 µm). 
 
Transformation and gene silencing of C. abscissum 
To prove the functionality of the silencing system via RNAi in C. 
abscissum, we transformed the DsRed mutant with a DsRed RNA interference 
construction vector (pREDi) (Janus et al., 2007). Several mutants were 
obtained, and we selected the mutants with different rates of silencing, as 
demonstrated by the fluorescence microscopy (Figure 3) and confirmed by RT-
qPCR (Figure 4). 
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Figure 3 – RNAi DsRed mutants, with fluorescent protein knockdown. A – D) Merge images of 
different mutants. White arrows indicate the remaining fluorescence and black arrows are 
showing the silenced hyphae. E) The Ca_DsRed-Mut208, which is the “wild type” used for the 
RNAi construction transformation, all the hyphae is expressing the DsRed fluorescent protein. 
(Scale bar = 20 µm). 
 
 
Figure 4 – Relative expression analysis of the DsRed transcripts of RNAi mutants compared 
with the mutant that constitutively expressed the DsRed protein (Ca_DsRed-Mut208), which 
was used as the wild-type strain in the RNAi::DsRed transformation event. 
The canonical RNAi machinery proteins were also investigated by RT-
qPCR using the DsRed-RNAi mutants. Specific primers were designed based 
on the C. abscissum genome (unpublished data) for Argonaute, Dicer and 
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RdRp proteins to check the presence of these proteins, related with the 
canonical machinery of RNAi, the RT-pPCR for those proteins was also done to 
evaluate if those genes are been transcript (data non shown). Figure 4 shows 
the expression changes in many transcripts compared with the DsRed wild-type 
strain (Ca_DsRed-Mut208). 
Once the RNAi system functionality was confirmed, new RNAi vector 
constructions were performed, targeting the transcripts of the subunit A (sdha) 
and subunit B (sdhb) of succinate dehydrogenase. Protoplasts from the wild-
type strain Ca142 of C. abscissum species were used for this transformation 
experiments. The mitotically stable mutants were evaluated for growth rates, 
morphology, germination and alterations in virulence. 
The most expressive phenotypic changes found in the mutants were in 
conidia formation and germination. Therefore, we selected five sdha mutants 
and two sdhb mutants for further investigation. Figures 5 – A and B – show the 
decrease in the amounts of transcripts of the target genes, which was higher 
than 50%. Only the mutants sdha-M8, sdha-M12, sdha-M16 and sdhb-M5 
preserved the capacity to produce conidia in vitro. However, they could not 
induce symptoms in citrus blossom when a spore suspension was inoculated, 
with a similar mock-inoculated citrus petal. 
 
 
Figure 5- Relative expression analysis of the sdh subunits genes. Number of transcripts of RNAi 
mutants compared with the wild-type (Ca142). A) Graph correspondent to RT-qPCR analysis of 
sdha gene subunit. B) Graph correspondent to RT-qPCR analysis of sdhb gene subunit. 
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The analysis of conidia germination indicates the difference in the 
appressorium structure compared with the wild type. The appressorium is 
shorter than normal, as indicated in Figure 6 Furthermore, the mutants that do 
not produce conidia also had no visible orange-mucilage, which is typical in the 
wild type.  
 
Figure 6 – Conidia germination and apressorium formation over vegetal epidermis. E) Wild type 
strain, with normal apressorium formation. A, B and D) RNAi mutants with shorter apressorium 
in comparison to the WT. C) RNAi mutant with apressorium formation without alterations. (Scale 
bar = 20 µm).  
The growth curves of the mutants were performed, but no differences 
were found (data non shown). They were also evaluated regarding the symptom 
development after inoculation of the suspension in the flower of sweet orange. 
The mutants that showed conidia alteration (as no germination or appresorium 
deficient formation) did not induced symptom in in vitro assays. All mutants 
induced symptoms when a mycelium suspension was inoculated on citrus 
petals (data not shown). 
 
Discussion 
 The Agrotransformation system has been an important tool for 
generating fungal mutants (Groot et al., 1998), which allowed important 
genetics and molecular investigations. The T-DNA transference from the 
bacteria to the host occurs randomly (Bundock et al., 1995). This characteristic 
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has been used to generate mutant fungi libraries by Agrobacterium-mediated 
insertional mutagenesis (AIM) and identifying pathogenicity related genes 
(Goulin et al., 2016; Leclerque et al., 2004; Mullins et al., 2001; Münch et al., 
2011; Talhinhas et al., 2008). We efficiently generate an AIM library with DsRed 
fluorescence emission of C. abscissum (Figure 1), the evaluation of which was 
exclusively focused on pathogenicity in infection assays with detached flowers. 
Although none of the mutants lost the pathogenicity in their system in vitro, they 
probably underwent another alteration that was not evaluated.  
However, once these mutants are obtained, many others studies can be 
performed. The expression of fluorescent proteins such as DsRed have been 
used in different studies, as fungal interaction (Eckert et al., 2005), plant-
pathogen interaction (Oren et al., 2003), proof of concepts (Janus et al., 2007), 
among others applications. In this study, the DsRed emission mutants have a 
fundamental importance in the infection analysis and for the RNAi proof of 
concept. 
As previously reported (Talhinhas et al., 2008), the transformation 
efficiency of C. abscissum was as high as in C. acutatum, a pathogen of 
strawberry. Thus, 104 conidia were used per co-cultivation plate and spread 
over the media well to allow maximum separation of conidia to differentiate the 
colonies.  
To refine the selection of the mutants to be tested by their pathogenicity, 
a 400 µg/mL hygromycin concentration was used, due the possible tolerance of 
the C. acutatum complex species isolates to antibiotics, such as hygromycin, 
pestanal and geneticin (up to 400 µg/mL for some isolates) (Chung et al., 2002). 
Twenty-one mutants grown in highly concentrated media (where the wild type 
did not grow) were tested for pathogenicity, and they developed a disease 
similar to the wild-type. The only observed characteristic was the reduced spore 
production when compared with the wild-type strain (Ca142); however, the 
germination and infection remained intact. 
DsRed mutants (randomly selected) were inoculated in citrus blossom 
(Figure 2) and tracked by fluorescence microscopy. Thus, we could 
demonstrate that C. abscissum penetration process starts in 6 hai. The total 
	 75	
infection time that occurred was at 8 h.a.i. (Figure 2, E and F). A similar 
behavior was observed in strawberry infection (Leandro et al., 2002). This is the 
first report of C. abscissum infection tracked by fluorescence, which allowed the 
visual analysis of the pathogen citrus pathogen development. Furthermore, this 
observation was supported by detection of the fungus using RT-qPCR analysis. 
The primer pair used in the present study was designed by Dr. Pereira (Wagner 
Vicente Pereira, 2014) for TaqMan technology use. Thus, a probe was required 
for diagnosis. In this study, we successfully tested and used the primers for 
Sybr technology, which showed a clear decrease of Ct over the evaluation time 
indicating an increase in fungus cells on the citrus petal (data not shown). 
 As reported previously, fungi have a range of different RNA interference 
machinery (Dang et al., 2011a; Lee et al., 2011; Nunes et al., 2011), including 
the absence of certain canonical RNAi-related proteins in some species (Lee et 
al., 2010; Trieu et al., 2015). RNAi technology has emerged as a powerful tool 
in biotechnology for studying gene function and pathogen control. Therefore, we 
used the DsRed mutant to test the functionality of canonical RNA interference 
induction by a cassette that expressed a secondary hairpin structure after 
transcription. After that, protoplasts from a DsRed mutant were used for 
transformation using a dsred gene for hairpin transcription induction (Janus et 
al., 2007).  
 The results exhibited in the Figures 3 and 4 indicated the presence and 
functionality of the RNAi canonical machinery, and confirmed that the pREDi 
vector construction plays a role in C. abscissum. The strategy to test vector 
functionality and fungus RNAi machinery presence was reported in different 
species in many studies (Janus et al., 2007; Mascia et al., 2014; Nakayashiki et 
al., 2005). In this study, the C. abscissum RNAi-related proteins (Dicer, 
Argonaute, and RdRp) were also investigated, and all proteins were expressed 
in the DsRed RNAi mutants (data not shown). Thus, using the DsRed mutants, 
we can hypothesize that the RNAi strategy can be used for further endogenous 
C. abscissum gene investigation. 
 The endogenous target selected was the succinate dehydrogenase 
(SDH) enzyme, which is the only membrane binding protein that is involved in 
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both tricarboxylic acid cycle (TCA) and the electron transport chain (Huang et 
al., 2010). The SDH and its factors were reported to be related to mammal 
diseases (Ghezzi et al., 2009; Hao et al., 2009) when deletion mutants were 
generated. Moreover, these factors were also implicated in root development in 
the model plant Arabidopsis thaliana (Huang et al., 2013). This evidence 
indicates that deletions or knockdowns of sdh subunit transcripts are not lethal. 
In this study, knockdown mutants for sdha (Figure 6) and shdb (Figure 5) were 
recovered, and different tests were performed. 
 In C. abscissum, SDH plays an important role in the germination and 
initial infection process of the fungus. As demonstrated in the Figure 6, the 
mutants are deficient in appressoria formation and spore germination, which is 
directly related to the reduced expression of sdha and sdhb in Colletotrichum 
acutatum (a strawberry pathogen that belongs to the same species complex as 
C. abscissum). Moreover, SDH (subunits a and b) was present in proteomic 
assays with ungerminated conidia and was not detected 15 days after 
germination (El-Akhal et al., 2013). These results corroborate the C. abscissum 
RNAi mutants that can grow over the media and their conidia do not germinate. 
Futhermore, the reduced expression of SDH did not apparently affect the 
fungus lifespan; a similar characteristic was found in Podospora anserina in a 
mutation that induced mitochondrial deficiency and altered the germination of P. 
anserina (Lorin et al., 2006).  
 The direct application of double-stranded RNAs (dsRNA) silenced the 
target gene for some organisms (Galdeano et al., 2017; Koch et al., 2016; 
Wang and Jin, 2017). This strategy indicates future perspectives in fungicide 
development. The dsRNA was tested in C. abscissum to silence the DsRed 
transcripts as proof of concept and technique standardization in our lab. We 
have silenced some hyphae fluorescence (data not shown). However, the 
silencing was neither uniform nor persistent when evaluated under 
epifluorescence microscopy, as reported in Phytophthora infestans (Whisson et 
al., 2005); therefore, the fungus replication RT-qPCR assays were not 
performed. Our group is testing the adaptations further.  
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The succinate dehydrogenase protein is a target for DSH inhibitor 
fungicides, such as carboxamides and benzamides, and thus, significantly 
contributes to fungal control (Avenot and Michailides, 2010b). The fungicides 
that inhibit the SDH activity formally interrupt the electron transport by blocking 
the ubiquinone site (Horsefield et al., 2006). However, the development of 
fungal resistance to Complex II fungicides is reported for several plant 
pathogens (Avenot et al., 2008a; Avenot and Michailides, 2010b; Hou et al., 
2017; Oliveira et al., 2015). Thus, the knowledge of SDH subunits silencing can 
contribute in developing new approaches for fungal control, as DS-RNA 
applications (Koch and Kogel, 2014; Wang et al., 2016b), spray-induced gene 
silencing (Wang and Jin, 2017) or Host-induced gene silencing (HIGS) plants 
(Koch et al., 2013). 
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Conclusões 
 O controle do agente causal da podridão floral está baseado no controle 
químico associado ao manejo, no qual a utilização de compostos químicos 
aumenta as chances do aparecimento de mutações que favoreçam a seleção 
de patógenos resistentes.  
 A utilização de ferramentas biotecnológicas que favoreçam o controle e 
diminuam a possibilidade de indução de resistência são essenciais para a 
diminuição da incidência de doenças, e custos de produção. Com isso, visto 
que estratégias baseadas em RNAi apresentam-se como realistas para um 
futuro próximo, a investigação da funcionalidade da maquinaria de 
processamento de pequenos RNAi e silenciamento direcionado de alvos no 
patógeno de interesse também são essenciais. 
 Os resultados apresentados comprovam que Colletotrichum abscissum é 
capaz de processar pequenos RNAs de interferência, o que induz o 
silenciamento de genes alvos. Esses resultados indicam a funcionalidade da 
maquinaria e, dessa forma, investigações para estudos de função gênica e 
controle desse patógeno tornam-se promissoras. 
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Capítulo 4 – Desenvolvimento de sistema in vitro para indução 
de sintoma de podridão floral dos citros. 
 
Introdução 
 Estudos com fitopatógenos devem estar relacionados com a reprodução 
dos sintomas desses microrganismos em seus hospedeiros. O 
desenvolvimento do sintoma característico da doença pelo seu agente causal é 
uma etapa importante para o entendimento do patossistema (Freeman et al., 
2001; Hong e Hwang, 1998). Além disso, a capacidade do organismo, após seu 
isolamento, em continuar induzindo a doença da mesma forma que ocorria 
anteriormente ao isolamento indica que as características do patógeno não 
foram alteradas posteriormente ao cultivo in vitro e que as alterações a serem 
realizadas como parte do estudo devem-se, exclusivamente, ao experimento e 
não pelo processo de isolamento (Adaskaveg e Hartin, 1997; McGovern et al., 
2012). 
 A presença de plantas por longos períodos no campo as deixa mais 
vulneráveis à infecção por microrganismos presentes naquele ambiente, e 
muitos desses são patogênicos para vegetais cultivados neste local. Dentre 
esses patógenos, os fungos são amplamente adaptados e distribuídos, além de 
possuírem muitos mecanismos de dispersão, sobrevivência e resistência. Com 
isso, são dissiminados a grandes distâncias e permanecerem por longos 
períodos de tempo nesse novo ambiente, até encontrarem condições 
favoráveis para sua germinação e infecção no hospedeiro. 
 O estudo de fungos que são patogênicos às plantas arbóreas é muitas 
vezes dificultado pelo manejo e controle de experimentos nessas árvores, pois, 
necessitam de grande estrutura para montagem e avaliação de experimentos, 
o que dificulta o controle das condições ambientais para a reprodução de cada 
experimento. Associado a sazonalidade dos eventos, como floração e 
desenvolvimento dos frutos. 
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 Dentre as plantas frutíferas cultivadas no Brasil o Estado de São Paulo 
possui a maior área e produção de citros. Essa cultura sofre com o ataque de 
diversos microrganismos patogênicos, como fungos (Fundecitrus, 2017). 
Dentre as diversas doenças causadas por fungos em citros destaca-se a 
podridão floral dos citros e queda prematura dos citros, causada por 
Colletotrichum abscissum e Colletotrichum gloeosporioides (Lima et al., 2011; 
Pinho e Pereira, 2015). A doença caracteriza-se por lesões alaranjadas em 
flores e botões florais, além da queda de frutos nos estágios iniciais do 
desenvolvimento, gerando significativas perdas nos pomares afetados 
(Feichtenberger et al., 1997). Além disso, a podridão floral está estritamente 
relacionada com a sazonalidade, pois, condições ambientais com alta umidade 
e temperaturas amenas favorecem o desenvolvimento e dispersão do fungo, 
levando a ocorrência de elevados estágios de infestação (Silva-Junior et al., 
2014). 
 O fato de plantas produtivas de laranja doce (variedade Pera) possuírem 
um volume de copa médio entre 7 e 10 m3 exige uma grande área para 
realização dos experimentos dificultando o controle do ambiente e aumentam o 
custo. Além disso, a florada está relacionada com as variações ambientais do 
local aonde as plantas estão acomodadas (Donadio, 1999). 
 Experimentos em condições controladas para indução de sintomas de 
podridão floral em flores demandam estrutura física de grande porte para 
abrigar árvores para as repetições biológicas e seus respectivos controles. 
Condições que ficam mais restritas e de difícil execução quando são 
necessárias inoculações de mutantes de Colletotrichum, uma vez que devido a 
legislação vigente, não é permitida a liberação no ambiente desses organismos 
geneticamente modificados sem autorização prévia (CTNBio, 2008). 
 Visto isso, e devido à necessidade da realização de experimentos em 
grande escala de inoculação de C. abscissum em flores para testes de infecção 
e patogenicidade, o manuscrito submetido à avaliação da revista científica 
“Journal of Plant Pathology” descreve o método desenvolvido para indução in 
vitro de sintoma de podridão floral dos citros que permite a realização de 
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experimentos em condições controladas de laboratório, com reprodutibilidade, 
em menores espaços e demanda de plantas. 
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Abstract 
The citrus industry is economically important in several countries around the 
world, and its primary challenges include pests and diseases, especially in 
Brazil. Post-bloom fruit drop (PFD), caused by Colletotrichum abscissum, a 
fungi that belongs to the C. acutatum species complex, is one the most severe 
citrus crop diseases that damages blossoms and causes fruit infeasibility and 
early drop. Little is known about the pathogenic mechanisms of C. abscissum in 
the flowers of citrus species, so it is essential to find an experimental model to 
study symptom development and gene function under controlled conditions. 
However, the complexity of the PFD pathosystem in the field does not allow 
adequate experimental control, and the regulations for evaluating genetically 
modified fungi under natural environmental conditions require prior approval. 
Studies of gene function can be performed by knockdown, knockout or deletion 
in C. abscissum mutants with a focus on symptom development in flowers. We 
develop a reliable alternative in vitro system for symptom induction of C. 
abscissum infection in detached citrus flowers. Inoculated citrus flowers were 
placed on Petri dishes with a water-agar substrate and kept in BOD chambers 
for 72 hours. All of the C. abscissum inoculations resulted in the typical 
symptoms of PFD, so this is an undoubtedly effective large-scale screening 
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system, especially because it is fast and reliable and requires less space than 
do greenhouses or open field experiments. 
Keywords: PFD, Symptom induction, Colletotrichum acutatum, citrus disease 
 
Introduction 
The Colletotrichum genus comprises approximately 600 species of fungi 
that cause diseases in more than 3,000 species of plants (Crous et al., 2004). In 
citrus crops, these fungi cause anthracnose, post-bloom fruit drop (PFD) (Lima 
et al., 2011), and Key lime anthracnose (Timmer et al., 2000).  
C. acutatum was first described (Simmonds, 1965) as the causal agent of 
anthracnose, whereas C. gloeosporioides was described as being responsible 
for PFD (Fagan, 1979). Over time, however, several changes occurred in the 
classification of Colletotrichum species and the identification of the causal agent 
of PFD. Agostini reported differences between the fungal species that cause 
disease in sweet orange and Key lime and found that different species cause 
disease in different hosts (Agostini et al., 1992). Recently, epidemiological tests 
demonstrated that both C. gloeosporioides and C. acutatum are causal agents 
of PFD in Brazil (Lima et al., 2011) and Bermuda (McGovern et al., 2012), and 
Pinho and Pereira (2015) identified C. abscissum, which belongs to the C. 
acutatum species complex, as the causal agent of PFD based in molecular 
phylogenetic studies.  
The first report of PFD in Brazil was by Porto et al. (1977), and many 
states across the country (such as São Paulo, Paraná and Minas Gerais) have 
subsequently reported the disease (Kupper et al., 2003). 
C. abscissum causes lesions in flower petals, where the acervuli form by 
4 or 5 days after fungal infection. The conidia are produced in abundance and 
are dispersed by rainwater to other flowers, so the spread of the disease is 
strongly dependent on the rainy period. The distribution of rain in the flowering 
period is proportional to the incidence of the disease (Feichtenberger et al., 
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1997), and according to Agostini et al. 1992 (Agostini et al. 1992), dew and mist 
can promote localized infections in flowers from other infected petals. 
The initial symptoms are orange lesions in petals from open flowers. 
Favorable climatic conditions promote the rapid development of the fungus, 
thus hardening and drying the petals, which then strongly adhere to the basal 
disc and result in early drop immediately after opening (Timmer et al., 1994). 
Mutagenesis can be used to evaluate the functionality of genes involved 
in pathogenicity. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT) 
and insertion mutagenesis is an important tool that is widely applied in different 
fungal species to randomly inactivate genes related to pathogenicity (Mullins et 
al. 2001; Takahara et al. 2004; Michielse et al. 2005; Talhinhas et al. 2008). The 
studies of PFD causal agents involve developing the symptoms in flowers, and 
several studies of gene function use mutants, such as those resulting from 
deletion or knockdown. However, these mutants cannot be tested in the open 
field due to legislative restrictions, and greenhouse experiments require large 
areas, infrastructure and financial support.  
In this context, an efficient, cheap, fast and reliable method for in vitro 
symptoms induction from C. abscissum in citrus flowers is necessary to 
evaluate mutants and the mechanisms of pathogenicity. Here, we describe a 
system for the in vitro evaluation of Colletotrichum abscissum symptoms using 
detached sweet orange flowers.  
 
Materials and Methods 
Two isolates from single-spore colonies of C. abscissum were used to 
validate this evaluation system. The conidia were collected from colonies grown 
in plates with potato dextrose agar (PDA) for seven days. Prof. Dr. Nelson 
Massola (Esalq/USP) kindly provided one of the isolates, named Ca142, on 
which pathogenicity studies were previously performed by Menezes (de 
Menezes et al., 2014; Menezes et al., 2014), and a second C. abscissum was 
isolated in Engenheiro Coelho, São Paulo State, Brazil (22° 28’ 40. 59” S 47° 
10’ 57. 43” W). The isolates were deposited in the Culture Collection of the 
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Federal University of Paraná. A C. graminicola strain from Prof. H. B. Deising’s 
Laboratory (Martin-Luther-Universitat, Halle an der Saale, Germany) was used 
as a negative control. 
The inoculum concentration was estimated in a Neubauer chamber using 
an average of three counting times, and the spores were diluted in a 0.02% 
Tween solution. The inoculum concentration was standardized to 1x105 
conidia/mL. 
Citrus flowers were collected one day after anthesis from plants 
belonging to the Centro de Citricultura Sylvio Moreira germplasm collection and 
transferred to non-sterile water-agar plates for further inoculation with 20 µL of 
C. abscissum spore suspension. The inoculum was placed on three blossoms, 
and two additional blossoms were used as controls: one was a mock control, 
and the second was a negative control. 
Each system was sealed with a second Petri dish as a base. The base-
base connections were stabilized using Parafilm®, and the Petri dishes were 
placed in BOD chambers at 25°C for 72 hours (Fig. 1). 
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Figure 6 – Steps of the inoculation procedure. A and B) Sweet orange flowers were collected 
and fixed over water-agar medium in Petri dishes. C) Flowers were inoculated with the spore 
A B 
C D 
E F 
G H 
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solution. D, E and F) The system was closed with a second Petri dish. G and H) Blossom after 
inoculation with 20 µL of spore solution (stereoscopic microscopy, 16x).  
	
Results and Discussion 
Several Colletotrichum gene function studies have been performed that 
have generated mutants, and in most cases, it is necessary to evaluate the 
pathogenicity of these mutants, which hinders the symptom validation 
experiments. The system described here is simple and innovative, which allows 
the mutants to be quickly and reliably tested by spore inoculation of a citrus 
blossom, resulting in pathogenicity 72 h.a.i. 
Systems that reproduce in vitro conditions are important and typically 
used for the performance of large, controlled experiments. However, the 
present system is smaller, better controlled and requires fewer citrus flowers 
compared to the previous method proposed by Moretto (Moretto et al., 2001). In 
our system, the effectiveness of C. abscissum in inducing PFD was proven by 
72 hours after inoculation based on the clear presence of brownish lesions on 
the citrus blossom (Tlmmer, 1993) (Figure 2D).  
The Figure 2 shows inoculated flowers. The symptoms are clearly visible 
(Fig. 2B, C and D), and the brownish lesions at the inoculation point are 
equivalent to those found in in vivo experiments.  
Figures 2D and 2E show the inoculated blossoms in details (72 hours 
post inoculation). Figure 2D shows the characteristic Colletotrichum abscissum 
lesion, on which no symptoms can be seen when inoculated with a non-citrus 
pathogenic hemibiotrophic fungus, C. graminicola (Fig. 2E), or in the mock 
control. The green arrow indicates the C. graminicola inoculation site, while the 
black arrow indicates the mock control. In both cases, there were absolutely no 
lesions 72 hours after inoculation, which suggests that the flowers used in the 
experiment were not previously contaminated with C. abscissum and that the 
method is reliable.  
Different inoculum concentrations ranging from 1x104 to 5x106 
conidia/mL were alternatively tested, and after 72 hours of inoculation, the PFD 
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symptoms were present at all concentrations, thus indicating the sensitivity of 
this method. The severity of the symptoms was not compared within the 
mutants or the different strains, only whether lesions were absent or present. 
	
Figure 2 - PFD symptom development in a citrus blossom. A) Inoculation system at time zero. B 
and C) Inoculation system showing symptoms 72 hours after inoculation. The black arrow 
indicates the mock control while the green arrow indicates inoculation with Colletotrichum 
graminicola as a control, which indicate the specificity of this system. D) PFD lesion caused by 
Colletotrichum abscissum. E) Control inoculation with Colletotrichum graminicola. 
This method has some advantages compared to a previously developed 
in vitro method for the inoculation and evaluation of Colletotrichum symptoms in 
flowers (Moretto et al., 2001). Moretto’s (2001) method uses synthetic foam to 
A
	 
B	 
D
	 
C	 
E	 
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support the flowers inside a Gerbox® plastic box, and to maintain the humidity, 
filter paper soaked with sterile water is placed into the plastic box daily. 
Therefore, this new system is simpler because the flower is supported and the 
humidity is maintained by the water-agar base. Moreover, the entire system 
(base-base Petri dishes) is smaller than a Gerbox® plastic box and occupies 
less space in the B.O.D. In the present work, each flower is paired with a 
control, which proves that the flower was not previously inoculated with 
Colletotrichum abscissum. Another innovation of this method is the control 
using a different hemibiotrophic Colletotrichum fungus that demonstrates the 
specific pathogenicity of Colletotrichum abscissum. Both of the controls (mock 
and hemibiotrophic Colletotrichum) are performed for each flower, which 
increases the reliability of the system. 
The present study details a new method of in vitro inoculation with 
Colletotrichum abscissum and symptom evaluation in detached citrus flowers. 
This method permits the rapid and efficient evaluation of the pathogenicity of 
different Colletotrichum isolates as well as Colletotrichum abscissum mutants 
as legislation forbids the use of genetically modified organisms in open areas 
and performing these tests in greenhouses requires a large number of citrus 
plants. With our method, hundreds of mutants may be reliably tested with the 
use of just one B.O.D. Finally, this method will useful in citrus breeding to select 
citrus cultivars or hybrids that are tolerant of Colletotrichum abscissum. 
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Conclusões  
 O método desenvolvido mostrou-se eficiente e com reprodutibilidade, 
especialmente porque as condições de laboratório, em BOD, são totalmente 
controladas. Dessa forma, todas as flores inoculadas estão sob as mesmas 
condições durante todo o período do experimento, não sendo influenciadas por 
fatores abióticos, como regiões de sombreamento ou ventos mais intensos, o 
que poderia acontecer mesmo que as plantas estivessem acomodadas em 
casas de vegetação. 
 Como mostrado no manuscrito, o sistema é simples e utiliza materiais 
comuns de laboratórios de pesquisa. Assim, não são necessárias aquisições 
de equipamentos específicos, tornando-o viável. E, principalmente, demanda-
se pouco espaço para acomodar uma BOD, quando comparado ao de uma 
casa de vegetação. 
 Todas as condições e inoculações podem ser realizadas em ambiente 
fechado, esse sistema permite que mutantes com modificações em seu 
material genético possam ser testados em qualquer laboratório que possua a 
permissão legal para trabalhos com organismos geneticamente modificados. 
Assim, estudos funcionais que visam silenciamento ou deleção de regiões 
genômicas de C. abscissum podem ser avaliadas quanto a alterações de 
patogenicidade, sem a necessidade de licenças especiais para trabalhos em 
casa de vegetação ou campo, que além de laboriosas são onerosas. 
 Portanto, com este trabalho desenvolvido, é possível a realização de 
experimentos com grande quantidade de repetições biológicas e diferentes 
condições, demandando menor espaço e custo para isso. 
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Capítulo 5 – Silenciamento de gene mitocondrial de C. 
abscissum e perspectivas de aplicação de RNAi. 
 
Introdução  
 Diferentes moléculas são caracterizadas como fungicidas e o 
mecanismo de ação é utilizado para classificá-las. Muitas delas têm como alvo 
enzimas envolvidas na respiração celular, tais como inibidores da succinato 
desidrogenase (SDHi) e inibidores de quinona oxidase (QoI) (Dehne et al., 
2007). A ubiquinona atua na cadeia transportadora transferindo elétrons entre o 
citocromo b para o citocromo c1. No citrocromo b existem dois importantes 
sítios de ligação, o Qo (Quinone outer) que é o sítio para quinol e o Qi 
(Quinone inner), sítio para quinona, a translocação de quatro prótons através 
da membrana sob o custo de dois elétrons, esse gradiente de prótons 
resultantes é utilizado para a conversão de ADP em ATP (Yang et al., 2012).  
Atualmente, há a recomendação do uso de estrobilurinas para o controle 
de C. abscissum, causador da podridão floral em citros (PFC) (Silva-Junior et 
al., 2014). Estrobilurinas são inibidores da respiração celular, impedindo a 
transferência de elétrons no citrocromo b (Silva-Junior et al., 2014). Assim 
como relatado em diversas outras classes de fungicidas, encontram-se 
isolados que são resistentes às estrobilurinas, sendo em grande parte devido a 
mutações de ponto no gene do citocromo b (Hobbelen et al., 2014; Oliveira et 
al., 2015; Sierotzki et al., 2000). 
Os frequentes relatos de resistência a novas moléculas indicam a 
necessidade de investigação de alternativas para o controle de fitopatógenos. 
Nesse sentido, estratégias baseadas na metodologia de RNA de interferência 
apresentam-se como promissoras, como o silenciamento gênico induzido pelo 
hospedeiro (host-induced gene silencing – HIGS) (Koch e Kogel, 2014) e o 
silenciamento gênico induzido por pulverização (spray-induced gene silencing – 
SIGS) (Koch et al., 2016; Wang e Jin, 2017). 
Para a transformação de plantas que passam a produzir pequenos 
RNAs interferentes (small interference RNA – siRNA) para genes alvos do 
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patógeno – HIGS – ou realizar pulverizações com RNAs dupla-fita (double-
strand RNA – dsRNA – em “spray-induced gene silencing” – SIGS –) que serão 
incorporados pela maquinaria de interferência dentro das células do patógeno, 
faz-se necessária a seleção e a comprovação da efetividade dos alvos no 
silenciamento do patógeno. E, também, a funcionalidade desses alvos para 
indução de silenciamento no fungo alvo. Para isso, estudos prévios são 
necessários.  
No presente trabalho são apresentados resultados que indicam a 
viabilidade da aplicação de técnicas baseadas em RNAi (como HIGS e SIGS) 
em C. abscissum, tendo como alvo o gene mitocondrial do citocromo b, mesmo 
local de ação de fungicidas estrobilurinas. Também, a aplicação de dsRNA 
para o controle do agente causal da podridão floral (SIGS), tecnologia que 
emerge como uma alternativa aos fungicidas químicos. Além da adaptação das 
técnicas utilizadas no estudo de RNAi em C. abscissum para outros fungos 
patogênicos de citros, cuja transformação não é estabelecida via protoplastos, 
como por exemplo a Phyllosticta citricarpa. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Construção de vetor de silenciamento do Citocromo b em C. abscissum 
Para a definição das regiões de sequências alvo para a interferência via 
RNAi foi utilizado o software Emboss Sirna (European Molecular Biology 
Laboratory (EMBL®)), que prediz a probabilidade de eficiência de 
silenciamento do small interference RNA (siRNA).  
Os fragmentos com maior probabilidade de interferência foram 
amplificados com primers que continham sítios para as enzimas de restrição 
que foram utilizadas para inserção das mesmas no vetor utilizado como 
backbone, descrito por Janus (Janus et al., 2007), nos sentidos sense (primers: 
Mitoc_CytB_SnaBI_FW - AAATACGTATAGAGCTTACGCCCTCATAG e 
Mitoc_CytB_XhoI_REV - AAACTCGAGTGGAACTATAGCAGCTGGAG) e anti-
sense (primers: Mitoc_CytB_StuI_FW – 
AAAAGGCCTTAGAGCTTACGCCCTCATAG e Mitoc_CytB_ApaI_REV - 
AAAGGGCCCTGGAACTATAGCAGCTGGAG). Todos os passos de clonagem 
foram confirmados com restrição e sequenciamento.  
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Construção de vetor binário de silenciamento via RNA interferente.  
 
Como alternativa à transformação via protoplastos, para fungos 
patogênicos de citros cuja metodologia de transformação via protoplastos ainda 
não é estabelecida, decidiu-se conduzir a transformação via Agrobacterium 
tumefaciens, que requer um vetor binário, uma vez que já é descrito para o 
patógeno P. citricarpa (Figueiredo et al., 2010). 
 Para essa construção, foi utilizado como backbone o vetor 
pCambia3301, que apresenta o glufosinato de amônio (gene bar) como agente 
seletivo para o isolado de P. citricarpa. No sítio múltiplo de clonagem do vetor 
pCambia3301 foi adicionado o cassete de silenciamento do gene dsred, a partir 
do vetor pREDi utilizado nas transformações de C. abscissum. Para isso, o 
cassete foi retirado de pREDi e eficientemente inserido em pCambia3301 por 
eventos digestão e ligação, utilizando as enzimas XbaI e EcoRI, gerando um 
vetor pCambia::RNAi::DsRed. 
 
Síntese de dsRNA (double-strand RNA) 
A amplificação dos genes alvos foi realizada utilizando 5X 
GoTaq® Colorless Flexi Buffer (Promega); 2,5μL MgCl2 (25mM); 0,5μL dNTPs 
(10mM); 1,25μL forward primer com o promotor T7 (10μM); 1,25μL reverse 
primer com o promotor T7 (10μM); 0,125μL GoTaq® DNA Polymerase (5U/μL); 
1,0μL de cDNA e água livre de nucleotídeos para um volume final de 25μL. Os 
ciclos seguiram as etapas de desnaturação a 95°C por 2 min e outros 35 ciclos 
constituídos por: 95°C por 30s; 60°C por 45s, 72°C por 1 min acrescidos de 
uma extensão final de 72°C por 10 min. Após amplificação, os produtos foram 
analisados em gel de agarose 1%, em tampão TBE (1X), contendo 1% de 
brometo de etídeo e visualizado sob luz ultravioleta. Os produtos de PCR foram 
purificados com auxilio do kit QIAquick PCR Purification (Quiagen®), seguindo 
as instruções do fabricante. 
A síntese de dsRNA foi realizada a partir da transcrição in vitro dos 
produtos de PCR do gene alvo utilizando o kit MEGAscript® T7 
RNAi (Ambion®). Na extremidade 5´ de cada primer do gene alvo foi 
adicionada a sequência do promotor da enzima T7 RNA polimerase 
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(TAATACGACTCACTATAGGGAGA). A adição dessa sequência do promotor 
da enzima T7 RNA polimerase, no sentido senso e anti-senso dos primers, 
geraram produtos de PCR com sítios de ligação para T7 RNA polimerase, 
enzima presente nos kits para a síntese de dsRNA através de transcrição in 
vitro.  
A transcrição in vitro de dsRNAs foi realizada a temperatura ambiente 
com 1µg do gene amplificado (com primers com promotor T7) purificado, 2µL 
de tampão T7 Reaction (10X), 2µL de cada nucleotídeo (ATP, GTP, CTP, UTP) 
e 2µL de enzima T7 RNA polimerase, para volume final de 20µL. A solução foi 
incubada a 37°C durante a noite e após a reação de transcrição in vitro, as 
amostras foram tratadas com 1µL de TURBO DNAse e incubadas a 37ºC por 
15 min.  
Após a formação dos dsRNA, as amostras foram purificadas com 30 
μL cloreto de lítio (Ambion) e 30μL de água livre de nucleotídeos. As amostras 
foram incubadas por 1h a -20ºC e centrifugadas a 16.000 xg por 15 min a 4ºC. 
Após remover a fase líquida da amostra, o sedimento foi lavado com 1mL de 
etanol 70% e foi realizada nova centrifugação. O etanol da amostra foi 
removido e os dsRNAs foram suspendidos em água. Em seguida, foi feita a 
quantificação dos dsRNA em aparelho NanoDrop ND 8000 spectrophotometer 
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), e analisados em gel de 
agarose 1%, em tampão TBE (1X), contendo 1% de brometo de etídeo e 
visualizado sob luz ultravioleta. 
 
Transformação via protoplastos 
 
 As construções de vetores de RNAi que tinham como alvo genes de C. 
abscissum foram inseridas no fungo via transformação de protoplastos. Para 
isso, foram adaptadas metodologias descritas para C. graminicola (Werner et 
al., 2007) e C. acutatum (CHUNG, 2002).  
 Para essas transformações de C. abscissum 104 conidios/mL foram 
crescidos em meio SYE (0.5 M sucrose e 0.1% [m/v] extrato de levedura) por 6 
horas. Depois da germinação dos conídios foram centrifugados a 2500 xg e o 
sobrenadante descartado, o sedimento resultante foi suspendido em solução 
de lise [(20 mg/ml lysing enzyme de Trichoderma harzianum (Sigma®, 
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Germany) e 0.1% (vol/vol) β-mercaptoethanol em 0.7 M NaCl] e incubado por 
75 min a 30ºC, com agitação constante de 55 RPM. Em seguida, centrifugou-
se por 10 minutos a 800 G, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado 
com 10 mL de SCT (1 M sorbitol; 50 mM CaCl2; e 50 mM Tris-HCl, pH 8.0), e 
centrifugado por 10 minutos a 800 G. O sobrenadante foi descartado e o pellet 
ressuspendido em 1 mL de SCT. Depois de checar a integridade e contar a 
quantidade em câmara de Neubauer, 3 µg do plasmídeo foi adicionado em 104 
protoplastos/mL em alíquotas de 100 µL. Esas alíquotas foram mantidas no 
gelo por 20 minutos, seguido pela adição de 1 mL de solução PEG (40% poly- 
ethylene glycol 4000; 0.6 M KCl; 50 mM CaCl2; e 50 mM Tris-HCl, pH 8.0), as 
amostras ficaram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente.  
Por fim, cada alíquota foi plaqueada sobre meio de regeneração (1 M 
sucrose, 0.1% [m/v] de extrato de levedura, 0.1% [m/v] caseina e 0.6% [m/v] de 
ágar), e incubada em BOD 28°C por 24 horas. Após esse período, meio de 
seleção (meio de regeneração com adição de 100 μg/mL de Neurstracin e 
1.5% [m/v] de ágar) foi vertido sobre a placa e incubado por 24 horas, a 28°C. 
As colônias resistentes começaram a crescer após 24 horas, e foram 
transferidas para novos meios de seleção. A estabilidade mitótica desses 
mutantes foi confirmada após cinco repicagens consecutivas em meio não-
seletivo e, depois disso, transferência para o meio seletivo.  
 
Transformação via Agrobacterium tumefaciens 
 As transformações via A. tumefaciens foram realizadas com duas 
espécies patogênicas de citros, o C. abscissum e P. citricarpa, e seguiram as 
instruções descritas por Figueiredo et al. (2010). Cem microlitros de cultura de 
A. tumefaciens contendo o vetor de interesse - pCambia::RNAi::DsRed - a 
(densidade ótica de 0,6, em comprimento de onda de 660 nm) foi adicionada à 
100 uL de solução de conídios (concentração de 1x106 conídios/mL). 
Posteriormente, essa solução de co-cultivo foi depositada sobre placas 
contendo meio de cultura de indução (IM - 10mM K2HPO4,10m MKH2PO4, 2.5 
mM NaCl, 2 mM MgSO4, 0.7 mM CaCl2, 9 mM FeSO4, 4mM	NH4SO4, 10 mM 
glucose, 40 mM 2-[N-morpholino] ácido etanosulfônico, pH 5.3, 0.5% glycerol 
(w/v)) complementado com 200 µmol/L de acetoseringone (AS). As placas de 
co-cultivo foram acomodadas em BOD (28ºC) por 24 horas e 48 horas (C. 
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abscissum e P. citricarpa, respectivamente). Após o período de incubação foi 
depositado meio de seleção (meio IM com adição de 100 μg/mL do agente 
seletivo conferido pelo vetor e 200 μg/mL de cefotoxima, para controle da A. 
tumefaciens) sobre o co-cultivo, que foi novamente acondicionado em BOD 
(28ºC) e monitorado diariamente até o crescimento de colônias resistentes. 
Essas, foram transferidas para novas placas e dessas novas colônias foram 
obtidas colônias monospóricas.  
O teste de estabilidade mitótica desses mutantes foi realizado através de 
cinco transferências consecutivas dessas colônias monospóricas em meio não-
seletivo, depois dessa sucessão, esses mutantes foram novamente inoculados 
em meio seletivo e que apresentaram crescimento foram considerados estáveis 
mitoticamente. 
 
Extração de RNA, síntese de cDNA e RT-qPCR para genes alvo  
O RNA total foi extraído de micélio com cinco dias de crescimento sobre 
membrana de celofane, depositada sobre meio BDA. O micélio removido foi 
macerado. Foram utilizados 100 mg para extração de RNA com kit Direct-zolTM 
RNA MiniPrep Plus kit (Zimo Research), seguindo as especificações do 
fabricante. O DNA total foi removido após tratamento com DNase I.  
A concentração e pureza do RNA extraído foi estimada por NanoDrop 
ND 8000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), 
além de gel de agarose desnaturante.  
Para a síntese de cDNA utilizou-se o kit GoScriptTM Reverse 
Transcription System (Promega®), seguindo as instruções do fabricante. 
Seguido de uma diluição de 25 vezes para a utilização como template para 
qPCR.  
Cada RT-qPCR mix foi preparado para um volume final de 25 uL, com 
10 uL de GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 150 nM de 
cada primer gene específico e 3 uL de cDNA diluído. As amplificações foram 
realizadas em equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA), usando o programa padrão de: 95°C por 20 s, 
seguido por 40 ciclos de 95°C por 3 s e 60°C por 30 s. Cada réplica biológica 
foi analisada com três réplicas técnicas. O algoritmo Real-Time PCR Miner foi 
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usado para avaliação da eficiência e quantificação dos ciclos (Zhao e Fernald, 
2005). 
 
RESULTADOS e DISCUSSÃO 
Silenciamento de transcritos do gene citocromo b (mitocondrial) 
De acordo com anotações de genes de Colletotrichum disponíveis no 
Broad Institute e NCBI, para espécies do mesmo gênero e próximas de C. 
abscissum, a sequência utilizada para este trabalho possui homologia com o 
gene do citocromo b, transcrita na mitocôndria de C. graminicola, cujo código 
do gene no banco de dados do Broad Institute é GLRG_18002-1 e anotado 
pelo UniProt sob código E3CU97, confirmando sua referida identidade.  
A construção do vetor de RNAi para citrocromo b mitocondrial foi 
utilizado na transformação via protoplasto de C. abscissum. Os mutantes 
resultantes após teste de estabilidade mitótica foram analisados quanto ao 
número de transcritos do gene alvo. A Figura 1 indica os valores em fold 
change em comparação ao C. abscissum não transformado (Ca 142). É 
possível verificar que quatro dos seis mutantes analisados apresentaram 
silenciamento superior a 20% dos transcritos, desses os mutantes 10 e 19 
foram os que tiveram maior silenciamento, aproximando-se de 40%.  
	
Figura 1 – Expressão relativa, demonstrando a variação do número de transcritos de citocromo 
b dos mutantes RNAi em comparação com o isolado selvagem (Ca142). (p<0,01) 
  
	 117	
A proteína citocromo b é um alvo de fungicidas que agem sobre o 
complexo III da respiração celular, e agem ligando-se no sítio de ligação dos 
citocromos bc-1 (Gisi et al., 2002). Porém, assim como relatado com fungicidas 
que agem sobre o complexo II, há relatos de resistência desenvolvida a essas 
moléculas (Kim et al., 2003; Sierotzki et al., 2000). Em alguns casos, isolados 
com mutações em diferentes regiões são resistentes tanto a fungicidas que tem 
modo de ação sobre o complexo II quanto no complexo III da respiração 
(Veloukas et al., 2014). Além disso, a localização de um íntron dentro do gene 
do citocromo b pode reduzir a incidência de resistência à QoI fungicidas 
(Standish et al., 2008). No entanto, nesse último caso (em Fusicladium 
effusum), o gene do citocromo b é codificado no núcleo da célula fúngica, 
sendo transportado para a mitocôndria, onde exerce sua função na 
transferência de elétrons. 
 Entretanto, o gene do citocromo b em C. abscissum é codificado pelo 
genoma mitocondrial, como indicado por sua homologia com o gene 
GLRG_18002-1 em C. graminicola, cujo genoma encontra-se completo, 
inclusive com sequenciamento de genoma mitocondrial, depositado no banco 
de dados do Broad Institute sob identificação de CM001021. A posição do 
citocromo b dentro desse genoma é 5212 a 6375 (Figura 2), de acordo com 
anotação do EnsemblFungi® (Kersey et al., 2016). Corroborando com essa 
predição, a tradução dessa sequência (in silico) só é correta quando se indica 
que é uma sequência mitocondrial, uma vez que o código genético mitocondrial 
é diferente do nuclear (Artimo et al., 2012). 
	
Figura 2 – Arquivo de resultado do software EnsemblFungi ® quando a sequência 
correspondente ao citocromo b de C. abscissum foi submetida para a comparação com os 
genomas do banco de dados, indicando a localização no genoma mitocondrial desse gene. 
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 De acordo com a investigação por peptídeos sinais na sequência de 
aminoácidos da proteína formada, que poderia indicar que a tradução dessa 
ocorreu no citoplasma e depois foi translocada para a mitocôndria, nenhum 
sinal de translocação foi encontrado após análises pelos softwares SignalP® 
(Petersen et al., 2011) e PredictProtein® (Yachdav et al., 2014).  
 Dessa forma, esses resultados combinados com análises in silico 
indicam que o silenciamento possivelmente ocorreu dentro da mitocôndria, uma 
vez que, a transcrição ocorreu na organela e não houve translocação para o 
citoplasma celular para a tradução. Com isso, sugere-se que a maquinaria de 
silenciamento do fungo entra na mitocôndria para interagir com o transcrito 
alvo, já que a mitocôndria não possui sistema de silenciamento via RNAi, por 
ser considerada um procarioto que foi incorporado à célula eucariótica.  
 Portanto, os resultados apresentados corroboram outros relatos na 
literatura sobre a utilização de estratégias baseadas em RNAi para o estudo de 
genômica funcional e controle de patógenos torna-se promissora, tendo como 
alvo proteínas com função na mitocôndria, mesmo alvo de fungicidas cujo 
modo de ação são sobre os complexos II e III da respiração (succinato 
desidrogenase e citocromo b, respectivamente). Porém, este é o primeiro relato 
de silenciamento de genes transcritos e traduzidos na mitocôndria, citocromo b. 
No entanto, muitos estudos ainda serão necessários para corroborar e 
compreender os mecanismos envolvidos. 
 
Avaliação para potencial uso de vetores de silenciamento gênico em 
outros fungos patogênicos aos citros 
Anteriormente foram apresentados experimentos utilizando-se RNA 
interferente para silenciamento gênico de C. abscissum. A transformação 
desse fungo é menos complexa pelo estabelecimento, neste trabalho, de 
metodologia para transformação via protoplastos. No entanto, para a obtenção 
de mutantes de outro importante fungo patogênico de citros a P. citricarpa, 
causador da mancha preta dos citros, é necessária a transformação via A. 
tumefaciens, o que demanda a construção de vetores binários (Figueiredo et 
al., 2010; Rodrigues et al., 2013). 
 Como prova de conceito de funcionalidade da estratégia de 
silenciamento de genes de P. citricarpa, a estratégia foi o silenciamento do 
	 119	
gene repórter DsRed, utilizando mutante de P. citricarpa que expressa essa 
proteína fluorescente. Assim, também, pode-se confirmar a funcionalidade do 
cassete de silenciamento para as construções utilizadas nas transformações de 
C. abscissum (Janus et al., 2007; Oliveira-Garcia e Deising, 2013). Para a nova 
construção, foi utilizado como backbone o vetor pCambia3301, que apresenta o 
glufosinato de amônio (gene bar) como agente seletivo para os possíveis 
mutantes de P. citricarpa. Na figura 3 demonstra-se o padrão de digestão dos 
vetores analisados, comprovando que a construção está correta, visto a 
liberação do fragmento correto correspondente ao cassete de silenciamento 
(3.750 pb), quando foi realizada a dupla digestão (EcoRI e XbaI) dos 
plasmídeos presentes nas colônias 2 e 3, comparando com o controle (Vetor 
DsRed). 
 
 
Figura 3 – Confirmação da construção do vetor pCambia::RNAi::DsRed em duas colônias 
clonadas com o produto da ligação. A liberação do fragmento de interesse (cassete 
DsRed:RNAi – 3.750 pb) quando os plasmídeos de duas colônias são clivados com as enzimas 
EcoRI e XbaI (bandas no gel com o tamanho correto indicadas por setas verdes). Gel de 
Agarose (1%). 
  
Como demonstrado em C. abscissum, o cassete de silenciamento 
utilizado na construção do vetor pCambia::RNAi::DsRed promoveu o 
silenciamento do gene DsRed. Como os mutantes de C. abscissum e P. 
citricarpa foram previamente transformados com o mesmo vetor de expressão 
da proteína DsRed (Eckert et al., 2005), eliminou-se a possibilidade do não 
silenciamento do dsred em P. citricarpa ser devido ao cassete de 
silenciamento. 
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Portanto, para testar a funcionalidade do vetor construído, transformou-
se um mutante Ca_DsRed-Mut208 (C. abscissum que expressa a proteína 
fluorescente DsRed), o mesmo utilizado anteriormente para validar o 
silenciamento de Colletotrichum. Dessa forma, esperava-se comprovar que o 
vetor pCambia::RNAi::DsRed havia promovido o silenciamento do gene DsRed, 
uma vez que sabe-se que a maquinaria de silenciamento de C. abscissum é 
funcional, eliminando outra variável plausível se a transformação ocorresse 
diretamente em P. citricarpa. 
 No entanto, como o isolado de C. abscissum (Ca142) é resistente a 
glufosinato de amônio (diferentemente de P. citricarpa que é sensível), foi 
avaliado a ocorrência de mutantes “escape” (que são colônias que cresceram 
no meio de cultura após a transformação porque são resistentes à este 
fungicida). Para tanto, 50 possíveis mutantes foram coletados, crescidos e 
tiveram seu DNA total extraído. Esse DNA foi submetido à PCR, na qual 
utilizou-se primers específicos para amplificação do gene gus (presente no 
vetor pCambia3301 e ausente no fungo não transformado). A figura 4 mostra 
os mutantes positivos indicados por setas verdes (que tem o mesmo tamanho 
de banda do controle positivo – vetor – indicado pela seta vermelha). 
 
Figura 4 – PCR utilizando primers que amplificam o gene gus para confirmação dos 
transformantes de C. abscissum com o vetor pCambia::RNAi::DsRed. Setas vermelhas indicam 
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o controle positivo (vetor). Setas verdes indicam os mutantes positivos. O controle negativo 
corresponde ao indicado pela letra “B” no gel inferior. Gel Agarose (1%). 
 
Os mutantes positivos após análise de PCR foram utilizados para avaliar 
a eficiência do vetor, especificamente para a utilização na transformação de P. 
citricarpa, já que a transformação de C. abscissum foi estabelecida via 
protoplastos.  
Avaliou-se a expressão do gene gus, valendo-se de RT-qPCR para 
detectar se o promotor 35S (que regula os genes gus e bar neste vetor) estava 
sendo expresso constitutivamente em C. abscissum. Após análises de RT-
qPCR, verificou-se que não havia expressão do gene gus, consequentemente, 
deduz-se que o promotor 35S não é funcional para induzir a expressão de 
genes nesse fungo. Dessa forma, extrapolou-se a hipótese de que esse 
promotor também não será funcional para P. citricarpa, impedindo a utilização 
de glufosinato de amônio (pois, o gene bar tem o promotor 35S nesse vetor) 
para seleção de mutantes potencialmente positivos. 
Contundo, demonstrou-se que a utilização de mutantes de C. abscissum 
podem contribuir para o desenvolvimento e aprimoramento da aplicação da 
técnica de RNA de interferência em outros fungos patógenos de citros, no caso 
P. citricarpa. Os resultados prévios, mesmo que não correspondentes ao 
esperado, que seria o silenciamento do DsRed em C. abscissum comprovando 
a funcionalidade da construção seguido da utilização para a transformação de 
P. citricarpa, auxiliarão para direcionamentos futuros na construção de vetores 
a serem aplicados em estudos com P. citricarpa. 
 
Silenciamento de C. abscissum via double-strand RNA (dsRNA) 
 A presença e funcionalidade de maquinaria de silenciamento de RNAi 
aliadas a dados de sequenciamento de genoma permitem a exploração de 
diferentes abordagens para o controle de patógenos e genômica funcional. 
Dentre essas, a aplicação de dsRNA diretamente sobre as hifas, que são 
incorporados e processados pela maquinaria de RNAi do fungo. 
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Investigou-se a possibilidade de indução direta de silenciamento 
utilizando dsRNAs sintetizados in vitro e aplicação em C. abscissum. Este 
método já foi comprovadamente eficiente para outros patógenos fúngicos 
(Caribé dos Santos et al., 2009; Tinoco et al., 2010). Para isso, novamente, a 
padronização do sistema foi testada utilizando o mutante que expressa a 
proteína fluorescente DsRed (Ca_DsRed-Mut208), assim como realizado em 
trabalho anterior (Caribé dos Santos et al., 2009). 
 Algumas estratégias, sem sucesso foram testadas para a absorção do 
dsRNA exógeno. Como a adição de dsRNA em meio de cultura, sólido e 
líquido, a utilização de co-cultivo do fungo com a solução de dsRNA. Ambas 
variando o tempo de crescimento do fungo para permitir a absorção pelo 
mesmo. Provavelmente, adaptações nas concentrações de dsRNA serão 
necessárias para induzir o silenciamento dos genes alvo. 
Por fim, testou-se a transformação via protoplasto utilizando dsRNA. 
Observou-se como inconveniente, a seleção dos mutantes positivos, já que não 
há marcador de seleção dos mutantes. Assim, a partir da placa de regeneração 
da transformação foram transferidas aproximadamente 200 colônias para 
novas placas de crescimento.  
Após obtenção de colônias monospóricas, os possíveis mutantes foram 
analisados em microscopia de epifluorescência quanto a emissão de 
fluorescência vermelha. Alguns mutantes apresentaram redução na emissão de 
fluorescência entre de micélios do mesmo mutante (Figura 5). Além disso, após 
novas gerações (por transferências consecutivas para novos meios de cultura) 
observou-se a regeneração do fenótipo inicial de emissão de fluorescência. 
Fato esse já relatado em trabalho anterior com oomiceto (Whisson et al., 2005). 
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Figura 5 – Microscopia de epifluorescência com mutante DS-DsRed de C. abscissum A) 
Microscopia de Luz. B) Microscopia de Epifluorescência, emissão de fluorescência pela 
proteína DsRed em algumas hifas. C) Merge das imagens A e B evidenciando que algumas 
hifas tiveram silenciamento da expressão de DsRed. 
  
Os resultados apresentados são perspectivas para a construção de 
plantas que expressem o dsRNA – HIGS – e a pulverização de dsRNAs –  
SIGS – para o controle de C. abscissum. Entretanto, a aplicação de dsRNA 
para estudo de função gênica não se mostra como alternativa à outras 
estratégias de silenciamento (como expressão de hairpin).  
	
Conclusões  
 Devido aos constantes relatos de resistência à fungicidas, estratégias 
alternativas devem ser desenvolvidas visando minimizar a possibilidade de 
indução de resistência. Para isso, novas estratégias biotecnológicas podem ser 
aplicadas. Entretanto, os alvos para o controle químico já estabelecidos podem 
ser utilizados para aplicação dessas formas alternativas. 
 Nesse capítulo, demonstrou-se a aplicabilidade de estratégias baseadas 
em RNA interferente sob transcritos mitocondriais do citocromo b, enzima 
essencial na respiração celular e alvo do grupo de estrobilurinas, mundialmente 
A 
B C 
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utilizadas para o controle da podridão floral. Além disso, perspectivas de 
aplicação de dsRNA para silenciamento de genes de C. abscissum. Dessa 
forma, indica-se que alvos para desenvolvimento das estratégias de HIGS e 
SIGS como perspectivas para controlar a podridão floral dos citros. 
 Por fim, demonstrou-se que o estudo utilizando mutantes de C. 
abscissum podem ser utilizados para o desenvolvimento e aprimoramento de 
estratégias de controle baseadas RNA interferente em outros fungos, como por 
exemplo o importante patógeno de citros P. citricarpa. 
 Com isso, mostra-se a real perspectiva para o desenvolvimento e 
aprimoramento de estratégias de controle de fungos fitopatogênicos que 
afetam plantas de citros, especialmente no que diz respeito aos fungicidas. 
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Conclusões Gerais  
 Fungos fitopatogênicos causam perdas na produção de diversas culturas 
ao redor do mundo. O gênero Colletotrichum spp. é responsável por grande 
parcela dessas perdas, por ser causador de antracnose em mais de 400 
diferentes culturas. Em citros, fungos desse gênero são responsáveis pela 
podridão floral e queda prematura dos frutos, além da antracnose do limoeiro 
(key lime anthracnose). 
 Devido a recentes alterações nos parâmetros para classificação a nível 
de espécie, atualmente baseada em filogenia molecular multilocus. Após as 
análises (Capítulo 1) confirmou-se que o isolado pertence a espécie do 
complexo Colletotrichum acutatum de espécies, Colletotrichum abscissum. A 
correta classificação, a nível de espécie, mostra-se essencial para definição de 
estratégias de controle. Demonstra-se que variações na susceptibilidade à 
agentes controladores varia até mesmo entre isolados da mesma espécie. 
Assim, a classificação do isolado como C. abscissum teve contribuição 
relevante para o desenvolvimento desse trabalho, e também para outros 
futuros. 
 Com a aplicação extensiva de fungicidas químicos para o controle de 
fitopatógenos a resistência a essas moléculas tornou-se um problema, 
especialmente pela limitação de compostos liberados para uso. Assim, o 
desenvolvimento de alternativas para o controle é necessário, como as 
baseadas em RNA interferente. Para que essas novas alternativas sejam 
eficientes, o fitopatógeno para o qual destina-se o RNA interferente deve ser 
capaz de processar e sua maquinaria de silenciamento induzirá a interferência 
nos transcritos alvo.  
Por isso, comprovou-se que C. abscissum processa e induz o 
silenciamento gênico, através de sua maquinaria de interferência (Capítulo 3). 
A partir desses resultados novas estratégias para o estudo de função gênica, 
via RNAi, e controle do patógeno podem ser estudadas. Somando-se com os 
resultados já demonstrados de RNAi (Capítulos 3 e 5), os alvos de fungicidas 
indicam claramente um caminho para o controle via RNAi, como a aplicação de 
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dsRNA, que também é uma abordagem já estudada para controle de outros 
patógenos fúngicos, cujo potencial indica que poderá ser otimizada para 
controle de podridão floral em citros. 
 Para que a seleção de alvos endógenos seja eficiente no silenciamento, 
como as subunidades da succinato desidrogenase, é imprescindível o 
conhecimento da sequência alvo. Para isso, o sequenciamento com qualidade 
do genoma do fungo a ser silenciado contribui tanto para a seleção dos 
transcritos alvos quanto para seleção da região dentro da sequência de 
nucleotídeos correspondentes ao gene. Até o presente momento, não era 
relatado o sequenciamento do genoma de C. abscissum. Por isso, as 
contribuições dos dados de sequenciamento deste trabalho foram importantes 
para o desenvolvimento do mesmo, assim como para futuros estudos que cada 
vez mais utilizam informações do genoma para definir estratégias de estudos.  
 Diversos estudos que envolvem biologia molecular de fitopatógenos 
estão relacionados com patogencidade, principalmente para a diminuição ou 
ausência de patogenicidade nos agentes causais. Para isso, são comuns 
trabalhos que promovem alterações genéticas, gerando mutantes que precisam 
ser avaliados quanto a patogenicidade. Como não é possível testar esses 
mutantes em campos, sistemas in vitro são alternativas viáveis e seguras para 
essas avaliações. O sistema de indução de sintoma de podridão floral em flores 
destacadas desenvolvido contribui para avaliação em larga escala da de 
mutantes e isolados de Colletotrichum spp.  
 Portanto, neste trabalho foram abordados diversos aspectos que 
permitiram a padronização de processos e avaliação da funcionalidade de RNA 
de interferência no fitopatógeno causador da podridão floral e queda prematura 
de furtos cítricos. Indicando que o controle desse fungo via RNAi é uma 
perspectiva real, como alternativa à controle químico, utilizando os mesmos 
alvos. 
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